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Resumo
As neoplasias de pulma˜o constituem uma das principais causas de morte por
caˆncer no mundo. Sa˜o classificadas em dois principais grupos histolo´gicos: carcinoma
de pulma˜o de ce´lulas pequenas (CPCP) e carcinoma de pulma˜o de ce´lulas na˜o-pequenas
(CPCNP), sendo o u´ltimo o principal causador de carcinomas e foco deste trabalho. O
tratamento de CPCNP apresenta baixa eficieˆncia e seguranc¸a e, deste modo, novos po-
tenciais quimiotera´picos esta˜o sendo estudados para melhorar os protocolos terapeˆuticos.
Neste contexto, o selol, um selenitotriacilglicer´ıdeo derivado do o´leo da semente de girassol,
contendo seleˆnio a n´ıvel de oxidac¸a˜o IV, tem mostrado propriedades antioxidantes e an-
ticarcinogeˆnicas, ra´pida absorc¸a˜o pelo organismo e menor toxicidade cumulativa, quando
comparado aos compostos seleˆnicos cla´ssicos. Entretanto, sua alta hidrofobicidade faz
necessa´ria a associac¸a˜o dessa droga a um sistema de entrega de drogas. Esse sistema
pode ser desenhado para se acumular, passiva ou ativamente no tecido tumoral e interagir
fortemente com as ce´lulas cancer´ıgenas. Isto pode ser alcanc¸ado pelo carreamento do selol
dentro de nanoestruturas e pelo controle de suas propriedades de superf´ıcie, como pela
cobertura das nanoestruturas com o copol´ımero PVM/MA, que possui como principais
caracter´ısticas a atoxicidade e alta bioadesividade. O presente estudo teve por objetivo
o desenvolvimento de nanoemulso˜es (NEs) de selol, cobertas ou na˜o com o copol´ımero
PVM/MA, a fim de avaliar sua efica´cia como sitemas de entrega de drogas e investigar a
citotoxicidade dessas nanoemulso˜es frente ce´lulas de adenocarcinoma de pulma˜o humano
(linhagem A549) in vitro. As nanoemulso˜es de selol foram estabilizadas pelo tensoativo
Cremophor ELP R© e cobertas ou na˜o com diferentes quantidade do copol´ımero PVM/MA.
As NEs resultantes foram caracterizadas para diaˆmetro hidrodinaˆmico, potencial zeta e es-
tabilidade por espalhamento de luz dinaˆmica. A morfologia das got´ıculas foi determinada
por microscopia eletroˆnica de transmissa˜o e varredura. A viabilidade das ce´lulas foi anali-
sada por ensaio colorime´trico (MTT). Os paraˆmetros de morte celular e fragmentac¸a˜o de
DNA foram avaliados por citometria de fluxo. As alterac¸o˜es morfolo´gicas foram analisadas
em microscopia de contraste de fase. As NEs de selol, cobertas ou na˜o com o copol´ımero
PVM/MA, mostraram-se nanossistemas de entrega de drogas esta´veis pelo per´ıodo de ate´
150 dias apo´s o desenvolvimento das nanogot´ıculas, armazenadas a 25◦C e 4◦C. As nano-
got´ıculas foram citoto´xicas e promoveram morte em ce´lulas A549, apresentando, contudo,
menor toxicidade frente as ce´lulas normais. Todas essas caracter´ısticas evidenciam o po-
tencial das NEs de selol de serem utilizadas como agentes quimiotera´picos, sozinhas ou
em associac¸a˜o com outras drogas, no tratatmento do adenocarcinoma de pulma˜o humano.
Abstract
Lung cancers are the leading causes of cancer death worldwide. They are classified
into two main histological groups: small cell lung cancer and non-small cell lung cancer
(NSCLC). NSCLC is the most prevalent and this study focused on its adenocarcinoma
subtype. The treatment of NSCLC presents low efficiency and safety and, thus, new
potential chemotherapics are being studied in order to improve therapeutical protocols.
In this context, selol, a selenium (IV)-containing compound has shown to be an efficient
anticancer drug and to be safer than classical selenium compounds. However, its high
hydrophobicity makes it necessary to load this drug in a drug delivery system. This drug
delivery system may also be designed to accumulate, passively and/or actively, in the
tumor tissue and to strongly interact with cancer cells; this can be achieved by loading
selol into nanostructures and by controlling its surface properties. Therefore, the aim
of the present study was to develop selol nanoemulsions (NEs) as drug delivery systems
and test their anticancer efficiency against human pulmonary adenocarcinoma cells (A549
lineage) in vitro. Selol nanodroplets were stabilized by the surfactant Cremophor ELP R©
and covered or not with different amounts of the bioadhesive copolymer PVM/MA The
resulting NEs were characterized by size, charge, and stability in dynamic light scattering
(DLS) and morphology in transmission (TEM) and scanning electron microscopy. The
cells viability was measured by the colorimetric assay (MTT). Parameters of cell death
and DNA fragmentation were assessed by flow cytometry and the morphological changes
were analyzed in phase contrast microscopy. The selol NEs, uncovered or covered with
PVM/MA copolymer, were drug delivery nanosystems stable for up to 150 days after the
development of droplet, stored at 4◦C and 25◦C. The nanodroplets were cytotoxic and
promoted death in A549 cells, showing, however, lower toxicity against normal cells. All
these features demonstrate the potential of the selol NEs be used as chemotherapeutic
agents, alone or in combination with other drugs, in the treatment of human pulmonary
adenocarcinoma.
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11 Introduc¸a˜o
As neoplasias de pulma˜o constituem uma das principais causas de morte por
caˆncer no mundo, apresentando um aumento na sua incideˆncia mundial de 2% ao ano
(INCA, 2013). Sa˜o classificadas em dois principais grupos histolo´gicos: carcinoma de
pulma˜o de ce´lulas pequenas (CPCP) e carcinoma de pulma˜o de ce´lulas na˜o pequenas
(CPCNP). Nove de dez neoplasias de pulma˜o sa˜o CPCNP (LCNSCO, 2011). Devido a
dificuldade no diagno´stico, a maioria dos pacientes e´ diagnosticada em esta´gio avanc¸ado da
doenc¸a, e portanto, na˜o sa˜o candidatos a tratamentos curativos e sim, apenas paliativos,
que teˆm como opc¸o˜es terapeˆuticas a quimioterapia, a radioterapia ou ambos (JAMNIK et
al., 2009). Atualmente, esses me´todos convencionais proporcionam um teto ma´ximo de
sobrevida de 5 anos para o CPCP e CPCNP (ONN et al., 2003). Neste sentido, a busca
por novas metodologias e fa´rmacos capazes de promover morte das ce´lulas cancer´ıgenas e
remissa˜o, ainda quando a doenc¸a for diagnosticada em esta´gio avanc¸ado, faz-se necessa´ria.
Neste contexto, uma alternativa aos me´todos convencionais e´ a utilizac¸a˜o de na-
nodispositivos como sistemas de entrega de drogas. Estes podem promover liberac¸a˜o
controlada e sustentada de fa´rmacos, possibilidade de adsorc¸a˜o de ligantes tumor es-
pec´ıficos, reduc¸a˜o dos efeitos adversos e da toxicidade sisteˆmica, como consequeˆncia da
menor quantidade da droga utilizada e/ou direcionamento dos nanodispositivos para as
ce´lulas-alvo (PATIL & PANYAM, 2009).
O selol, um selenitotriacilglicer´ıdeo derivado do o´leo da semente de girassol, tem
propriedades antioxidantes e anticarcinogeˆnicas, ra´pida absorc¸a˜o pelo organismo e baixa
toxicidade cumulativa, diferentemente dos compostos seleˆnicos inorgaˆnicos (SUCHOCKI et
al., 2010). No entanto, eles requerem a administrac¸a˜o de doses elevadas para garantir
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uma potente atividade antitumoral (JASTRZEBSKI et al., 1997; SUCHOCKI et al., 2007). A
administrac¸a˜o do selol em sistemas biolo´gicos em sua forma livre, torna-se invia´vel, devido
a sua alta hidrofobicidade. A emulsificac¸a˜o desse composto, para o desenvolvimento de
um sistema de entrega de drogas, que apresentam maior solubilidade em meio aquoso,
como por exemplo as nanoemulso˜es(NEs), possibilitaria sua administrac¸a˜o por quaisquer
vias de interesse ale´m de garantir entrega do fa´rmaco no s´ıtio de ac¸a˜o.
Sendo assim este estudo teve como objetivo: o desenvolvimento de nanoemulso˜es
(NEs) de selol; a co-adsorc¸a˜o de um copol´ımero a` superf´ıcie dessas got´ıculas; a caracte-
rizac¸a˜o das NEs em termos de seus diaˆmetros hidrodinaˆmicos (DH), ı´ndices de polidis-
persa˜o (PdI), potenciais zeta (ζ−potencial) e caracter´ısticas morfolo´gicas por microscopia
eletroˆnica de transmissa˜o e varredura; o estudo de citotoxicidade frente a`s ce´lulas tumo-
rais A549 (adenocarcinoma humano de ce´lulas epiteliais basais alveolares) por meio de
ensaio colorime´trico (MTT); determinac¸a˜o dos paraˆmetros de morte celular (apoptose e
necrose) e ana´lise fragmentac¸a˜o de DNA em citometria de fluxo e, por u´ltimo a ana´lise
das poss´ıveis alterac¸o˜es morfolo´gicas por microscopia de contraste de fase.




Caˆncer e´ um grupo de doenc¸as caracterizado pelo crescimento e espalhamento des-
controlado de ce´lulas anormais (CF&F, 2012). Esse comportamento e´ atribu´ıdo a mu´ltiplas
alterac¸o˜es na expressa˜o geˆnica levando a desregulac¸a˜o no balanc¸o de proliferac¸a˜o e morte
celular. O caˆncer evolui para uma populac¸a˜o de ce´lulas capazes de invadir tecidos e pro-
vocar meta´stase em tecidos distantes, causando significante morbidez e em alguns casos
a morte. Essas ce´lulas alteradas podem se multiplicar e formar no´dulos ou massas de te-
cido, os chamados tumores. O tumor e´ chamado benigno quando e´ constitu´ıdo por ce´lulas
semelhantes as do tecido de origem e quando na˜o ha´ invasa˜o dessas ce´lulas em tecidos
adjacentes. As caracter´ısticas que delineiam um caˆncer maligno de um tumor benigno,
sa˜o a capacidade de invadir tecidos adjacentes, se espalhar para linfonodos locais, vasos
linfa´ticos e/ou corrente sangu´ınea e provocar meta´stase em o´rga˜os distantes do corpo
(RUDDON, 2007; INCA, 2013).
O caˆncer e´ a principal causa de morte nos pa´ıses desenvolvidos e a segunda
principal causa de morte nos pa´ıses em desenvolvimento, apo´s as doenc¸as cardiovasculares
(CF&F, 2012). Nos Estados Unidos da Ame´rica (EUA), uma em cada 4 mortes, e´ devido
ao caˆncer. O caˆncer e´ tambe´m a segunda principal causa de morte no mundo, ficando
atra´s apenas das doenc¸as cardiovasculares. Foram estimados 1.638.910 e 518.510 novos
casos de caˆncer em 2012 para os EUA e Brasil, respectivamente (RUDDON, 2007; SIEGEL
et al., 2012).
No Brasil, as estimativas de 2012 tambe´m sa˜o va´lidas para 2013, portanto, sa˜o
esperados 257.870 novos casos de caˆncer para o sexo masculino e 260.640 para o sexo
feminino. Os caˆnceres mais incidentes na populac¸a˜o brasileira sera˜o o caˆncer de pele do
tipo na˜o melanoma, tumores de pro´stata, mama feminina, co´lon e reto, pulma˜o, estoˆmago
e colo do u´tero (INCA, 2012).
Em muitos casos, as causas do caˆncer na˜o sa˜o definidas, mas fatores endo´genos
— defeitos no sistema imune, hereditariedade, predisposic¸a˜o gene´tica — e exo´genos —
radiac¸a˜o e substaˆncias qu´ımicas no ambiente — desempenham pape´is importantes. Cla-
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ramente, o fumo de cigarros e´ o principal fator causador relacionado com a induc¸a˜o da
carcinogeˆnese (RUDDON, 2007).
1.1.1.1 Processo de Carcinogeˆnese
A formac¸a˜o do caˆncer e´ um processo lento no qual pode-se levar anos para que
uma ce´lula cancer´ıgena prolifere e deˆ origem a um tumor clinicamente diagnostica´vel. Os
processos que eventualmente levam ao surgimento do tumor sa˜o divididos em treˆs etapas:
iniciac¸a˜o, promoc¸a˜o e progressa˜o (RUDDON, 2007).
• Iniciac¸a˜o: primeiro esta´gio da carcinogeˆnese, onde as ce´lulas sa˜o expostas aos agen-
tes carcinogeˆnicos que provocam alterac¸o˜es gene´ticas cumulativas nas ce´lulas. As
ce´lulas encontram-se “preparadas” para a ac¸a˜o dos agentes oncogeˆnicos promotores
da pro´xima fase. Nesta fase na˜o e´ possivel detectar o tumor clinicamente;
• Promoc¸a˜o: sob o efeito dos agentes oncopromotores, as ce´lulas alteradas tornam-
se malignas em processo lento e gradual, que pode levar anos. Tem-se in´ıcio a
expansa˜o clonal dessas ce´lulas sob a ac¸a˜o dos agentes oncopromotores. Esses agentes
podem atuar como mito´genos para a transformac¸a˜o das ce´lulas. A suspensa˜o desses
agentes pode, eventualmente, interromper a transformac¸a˜o das ce´lulas iniciadas, em
malignas. Substaˆncias presentes nos alimentos, exposic¸a˜o excessiva e prolongada a
hormoˆnios, sa˜o exemplos de fatores que podem promover essa transformac¸a˜o;
• Progressa˜o: neste esta´gio ocorrem as primeiras manifestac¸o˜es cl´ınicas da doenc¸a e
torna-se poss´ıvel o seu diagno´stico. As ce´lulas malignas se multiplicam de forma
descontrolada e irrevers´ıvel, levando a formac¸a˜o de uma massa tumoral (RUDDON,
2007; INCA, 2013).
O surgimento do caˆncer esta´ fortemente relacionado a fatores ambientais. E esse
depende da intensidade e durac¸a˜o da exposic¸a˜o das ce´lulas aos agentes carcinogeˆnicos.
Os ha´bitos e o estilo de vida podem determinar as causas dos diferentes tipos de caˆncer
(RUDDON, 2007). O cigarro, por exemplo, e´ um agente carcino´geno completo, pois possui
componentes que atuam nos treˆs esta´gios da carcinogeˆnese (INCA, 2013).
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1.1.2 Caˆncer de Pulma˜o
Os pulmo˜es sa˜o um par de o´rga˜os esponjosos em formato de cone que encontram-
se no interior da cavidade tora´cica. Eles realizam o processo chamado de respirac¸a˜o, onde
o oxigeˆnio e´ inspirado para os pulmo˜es e passa atrave´s da fina membrana dos alve´olos
para a corrente sangu´ınea. O dio´xido de carbono, produzido pelas ce´lulas, e´ expirado. Os
pulmo˜es sa˜o divididos em lobos. O pulma˜o direito possui 3 lobos e o esquerdo somente
2, pois este divide espac¸o com o corac¸a˜o neste lado do corpo. Dois tubos chamados
broˆnquios levam a traque´ia ao pulma˜o direito e esquerdo. O pulma˜o e´ composto por
pequenos tu´bulos e sacos de ar, chamados de bronqu´ıolos e alve´olos, respectivamente
(Figura 1). Os pulmo˜es sa˜o envolvidos por uma fina membrana chamada pleura, que
tambe´m reveste internamente a cavidade tora´cica. O l´ıqu´ıdo contido na cavidade pleural
auxilia na suave movimentac¸a˜o dos pulmo˜es na cavidade tora´cica durante a respirac¸a˜o.
Abaixo dos pulmo˜es, o diafragma, um mu´sculo em forma de cu´pula, separa o to´rax do
abdoˆmen. Pela sua movimentac¸a˜o, para cima e para baixo, o diafragma forc¸a a entrada
e a sa´ıda de ar dos pulmo˜es durante a respirac¸a˜o (LCNSCO, 2011; NCINIH, 2012).
Dentre todos os tipos de caˆncer, o de pulma˜o e´ o principal causador de mortes no
mundo e o segundo mais comum em homens e mulheres, seguido do caˆncer de pro´stata e
mama, respectivamente. Ocorrem mais mortes por caˆncer de pulma˜o do que por caˆncer
de mama, pro´stata e caˆnceres coloretais combinados. Este carcinoma ocorre comumente
em pessoas idosas, sendo que apenas 2% dos casos ocorre em pessoas com idade abaixo
dos 45 anos (LCNSCO, 2011; CF&F, 2012). Existem dois principais grupos histolo´gicos
de carcinoma de pulma˜o, o carcinoma de pulma˜o de ce´lulas pequenas (CPCP) e o carci-
noma de pulma˜o de ce´lulas na˜o-pequenas (CPCNP). Esses dois tipos de carcinoma sa˜o
tratados de formas muito diferentes. Os CPCNP constituem de 85-90% dos caˆnceres de
pulma˜o. O CPCNP subdivide-se em outros subtipos. As ce´lulas dos subtipos diferem em
tamanho, forma e composic¸a˜o qu´ımica, mas sa˜o agrupadas juntas devido ao tratamento
e progno´stico serem semelhantes (LCNSCO, 2011). Os subtipos de CPCNP sa˜o:
• Carcinoma de ce´lulas escamosas (Epidermo´ide): corresponde de 25-30% dos caˆnceres
de pulma˜o. Esse caˆncer tem in´ıcio nas ce´lulas escamosas iniciais, que sa˜o achatadas
e revestem as vias ae´reas dos pulmo˜es. Este carcinoma esta´ relacionado ao histo´rico
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Figura 1: Anatomia do sistema respirato´rio.
Sa˜o mostrados a traque´ia, os pulmo˜es, seus lobos e as vias ae´reas. Observam-se os linfonodos e o dia-
fragma. National Cancer Institute- NCI (NCINIH, 2012).
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de fumo e tende a ser encontrado no centro do pulmo˜es, pro´ximo aos broˆnquios;
• Adenocarcinoma: representa aproximadamente 40% dos caˆnceres de pulma˜o. Surge
a partir de ce´lulas que normalmene secretam muco. Pode estar relacionado ao ta-
bagismo, mas e´ o tipo mais comum em na˜o fumantes. Mais frequente em mulheres
do que em homens, podendo ocorrer em pessoas jovens. Geralmente sa˜o encontra-
dos na parte externa do pulma˜o. Tendem a se desenvolver mais devagar, quando
comparado aos outros tipos de caˆncer e o diagno´stico e´ poss´ıvel antes de se espalhar
pelo o´rga˜o. Pacientes que possuam este tipo de adenocarcinoma in situ possuem
um melhor progno´stico quando comparados a aqueles com os demais tipos de caˆncer
de pulma˜o;
• Carcinoma de grandes ce´lulas (indiferenciadas): por volta de 10-15% dos casos. Pode
comec¸ar em qualquer parte do pulma˜o. Tende a crescer e a se espalhar rapidamente,
sendo o tipo mais dif´ıcil de ser tratado. Um subtipo de carcinoma de grandes ce´lulas
chamado de carcinoma neuroendo´crino, e´ um carcinoma de crescimento ra´pido muito
similar ao de pulma˜o de ce´lulas pequenas;
• Outros subtipos: Carcinoma adenoescamoso e carcinoma sarcomato´ide apresentam
menor incideˆncia (LCNSCO, 2011).
1.1.2.1 Estadiamento, Diagno´stico e Tratamento da Doenc¸a
O estadiamento descreve no momento do diagno´stico, a extensa˜o e o espalhamento
da doenc¸a. O correto estadiamento e´ essencial para a escolha da terapia e avaliac¸a˜o do
progno´stico. O esta´gio no qual o caˆncer encontra-se e´ baseado no tamanho do tumor
prima´rio e se este se espalhou para outras a´reas do corpo. O sistema de estadiamento
TNM (tumor, linfonodo e meta´stase) avalia o tumor de treˆs formas: extensa˜o do tumor
prima´rio (T), auseˆncia ou presenc¸a de envolvimento de linfonodo (N), e auseˆncia e presenc¸a
de meta´stase distante (M). Apo´s a determinac¸a˜o de T, N e M, o esta´gio I, II, III e IV
e´ atribu´ıdo a doenc¸a, sendo I o esta´gio inicial e IV o u´ltimo e mais avanc¸ado esta´gio da
doenc¸a (CF&F, 2012).
O tratamento adequado para os diversos tipos de neoplasias depende do tipo, da
localizac¸a˜o e do esta´gio cl´ınico da doenc¸a. Para o tratamento de caˆnceres em esta´gio inicial
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a remoc¸a˜o ciru´rgica, quando poss´ıvel, pode aumentar as chances de cura. A radioterapia e
quimioterapia — aplicadas separadamente ou em associac¸a˜o — geralmente sa˜o utilizadas
antes da remoc¸a˜o ciru´rgica do tumor, na tentativa de reduc¸a˜o do seu tamanho ou como
u´nica alternativa no tratamento da doenc¸a.
O diagno´stico precoce do caˆncer de pulma˜o e a sobrevida sa˜o altamente relaci-
onados. Pore´m, na maioria das vezes, devido a dificuldade para o diagno´stico precoce,
a maior parte dos pacientes apresentam esta´gios III e IV da doenc¸a no momento do di-
agno´stico. Apenas um terc¸o desses pacientes retiram cirurgicamente o tumor. Com isso,
o caˆncer do pulma˜o permanece como uma doenc¸a altamente letal, tendo a raza˜o morta-
lidade/incideˆncia de, aproximadamente, 86% (INCA, 2012). Sendo assim, para a maioria
dos pacientes, os tratamentos na˜o sa˜o curativos e sim paliativos, consistindo em: qui-
mioterapia, radioterapia, terapias alvo tais como bevacizumabe (Avastin), cloridrato de
erlotinibe (Tarceva), e crizotinibe (Xalkori), ou terapias combinadas, baseado no tipo e
esta´gio do caˆncer de pulma˜o. A sobrevida dos pacientes pode ser aumentada com o uso
de quimioterapia adjuvante (apo´s a cirurgia) (RUDDON, 2007).
Quimioterapia paliativa baseada em platina e´ considerada uma terapia padra˜o
para CPCNP em esta´gio avanc¸ado (CUFER et al., 2012). O papel da quimioterapia em
CPCNP avanc¸ado evoluiu recentemente para uso de rotina de tratamentos de primeira,
segunda e terceira linha (JASSEM, 2012). Nestes casos, o tratamento a` base de platina
e´ a terapia de primeira linha mais recomendado, no entanto as taxas de resposta sa˜o de
20-40% e sobrevida me´dia de 7 a 12 meses, com apenas 5% dos pacientes vivos em 2 anos
(PFISTER et al., 2004; WAKELEE & BELANI, 2005; DAS et al., 2009; CUFER et al., 2012).
Uma interrupc¸a˜o no tratamento da quimioterapia com platina, para uso de outro tipo de
tratamento, apo´s um curso fixo de quimioterapia inicial, prolongou a sobreviveˆncia dos
indiv´ıduos (AZZOLI et al., 2011; PAZ-ARES et al., 2012)
Pacientes com CPCNP em esta´gio avanc¸ado geralmente sa˜o tratados com quimi-
oterapia, terapias alvo, ou a combinac¸a˜o das duas. A quimioterapia sozinha ou associada
a` radioterapia e´ o tratamento escolhido para CPCP. Neste regime, uma grande porcen-
tagem dos pacientes experimenta remissa˜o, embora, frequentemente, o caˆncer retorne
(CF&F, 2012).
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A maioria dos tratamentos convencionais utilizados induzem danos tanto a`s ce´lulas
normais quanto a`s ce´lulas tumorais, tal fato gera morte de ce´lulas sauda´veis e toxicidade
sisteˆmica ao organismo. Destes tratamentos resultam inu´meros efeitos adversos tais como
fraqueza, diarre´ia, perda de sensibilidade nas extremidades do corpo, perda/ganho de
peso, queda de cabelo e outros peˆlos do corpo, feridas na boca, enjoˆos, voˆmitos e tontura.
Com isso, a´reas que visem o desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento de
neoplasias teˆm ganhado destaque. O desenvolvimento de sistemas que permitam a entrega
espec´ıfica de agentes antitumorais, reduzindo os efeitos adversos nos tecidos sauda´veis e
sendo capazes ao mesmo tempo de tratarem a neoplasia de forma menos invasiva, e´ o
grande foco da atualidade no que concerne as pesquisas no tratamento contra o caˆncer
(FERRARI, 2005).
1.1.2.2 Sobrevida e Estat´ısticas
A sobrevida relativa de 1 ano para o caˆncer de pulma˜o aumentou de 37% (1975-
1979) para 43% (2003-2006), principalmente devido a melhoria das te´cnicas ciru´rgicas e
terapias combinadas. Entretanto a taxa de sobrevida de 5 anos, para todos os esta´gios
combinados, e´ de apenas 16%. A taxa de sobrevida de 5 anos e´ de 52% quando a doenc¸a
e´ diagnosticada em esta´gio inicial, no entanto, somente 15% dos carcinomas de pulma˜o
sa˜o diagnosticados neste esta´gio. Esta sobrevida para CPCP (6%) e´ menor do que para
CPCNP (17%) (CF&F, 2012). A reincideˆncia de CPCNP e CPCP, e´ de 14% e 5%, respecti-
vamente (ONN et al., 2003). Inu´meros fatores progno´sticos como estadiamento da doenc¸a,
tipo histolo´gico, marcadores tumorais, entre outros, parecem exercer forte influeˆncia no
tempo de sobrevida, sendo que uns de maneira mais efetiva que outros (NCINIH, 2012).
Na grande maioria dos casos diagnosticados, o caˆncer de pulma˜o esta´ associado
ao consumo de derivados do tabaco. Para 2012, no Brasil, estimou-se 27.320 casos de
caˆncer de pulma˜o, sendo 17.210 homens e 10.110 mulheres (INCA, 2013).
Com a industrializac¸a˜o, no in´ıcio do se´culo XX, o caˆncer do pulma˜o deixou de ser
uma doenc¸a rara e passou a ser a neoplasia de maior frequeˆncia na populac¸a˜o mundial e
a causa mais importante de morte por caˆncer no mundo. Cerca de 90% dos casos dessa
doenc¸a esta˜o relacionados ao consumo de derivados do tabaco. No Brasil, o caˆncer de
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pulma˜o foi responsa´vel por 20.622 mortes em 2008, sendo o tipo que mais fez v´ıtimas
fatais. Altamente letal, a sobrevida me´dia cumulativa total em cinco anos varia entre 13
e 21% em pa´ıses desenvolvidos e entre 7 e 10% nos pa´ıses em desenvolvimento. Existem
inu´meros outros fatores de risco para o caˆncer do pulma˜o. Como exemplo, temos a
exposic¸a˜o a carcino´genos ocupacionais e ambientais como amianto, arseˆnico, radoˆnio e
hidrocarbonetos aroma´ticos polic´ıclicos. Acredita-se que esse tipo de exposic¸a˜o esteja
relacionada a ate´ 10% dos casos de caˆncer do pulma˜o nos pa´ıses industrializados. O
desenvolvimento dessa neoplasia tambe´m pode estar relacionada a infecc¸o˜es pulmonares,
tuberculose, deficieˆncia e excesso de vitaminas (INCA, 2012).
Embora o caˆncer de pulma˜o apresente uma alta incideˆncia, ao final do se´culo XX,
este tornou-se uma causa de morte evita´vel. Uma alimentac¸a˜o farta em frutas e vegetais
ricos em carotenoides (pigmentos vermelhos e amarelos, com propriedades antioxidantes)
tem se mostrado uma grande aliada na protec¸a˜o contra o desenvolvimento do caˆncer de
pulma˜o. Ainda assim, o controle do fumo de cigarros e´ a principal medida para evitar a
ocorreˆncia dessa neoplasia (INCA, 2012).
1.1.3 Nanotecnologia e Sistemas de Entrega de Drogas
O sistema de entrega de drogas por meio de nanodispositivos pode proporcionar
o reconhecimento de ce´lulas-alvo espec´ıficas. Isto gera a reduc¸a˜o da quantidade de droga
necessa´ria para causar uma resposta satisfato´ria e/ou a reduc¸a˜o da concentrac¸a˜o de drogas
em s´ıtios na˜o alvos. Sendo assim os efeitos adversos da terapia podem ser minimizados
(PATIL & PANYAM, 2009). Atualmente, uma diversidade de composic¸o˜es antineopla´sicas
sa˜o utilizadas no tratamento do caˆncer de pulma˜o como, por exemplo, a cisplatina, doxor-
rubicina, paclitaxel e docetaxel (RAMALINGAM & BELANI, 2013). No entanto, as terapias
usuais na˜o teˆm se mostrado amplamente eficazes, enquanto induzem toxicidade tanto em
ce´lulas tumorais quanto em ce´lulas normais. Promovendo apenas uma pequena sobre-
vida ao paciente e na˜o a cura da neoplasia. Neste sentido, a busca por novos fa´rmacos,
assim como, o desenvolvimento de formulac¸o˜es nanotecnolo´gicas crescem como alvo de
investigac¸a˜o tecnolo´gica e cient´ıfica (KIM et al., 2012; WANG et al., 2012).
Com a disponibilidade de novos quimiotera´picos, mais efetivos e com melho-
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rias nos sistemas de administrac¸a˜o — com o uso de nanopart´ıculas —, a quimioterapia
apresenta-se como uma das mais importantes modalidades de tratamento (FENG, 2004).
Neste contexto, as nanopart´ıculas (NPs) podem proporcionar liberac¸a˜o controlada e sus-
tentada de drogas, ale´m de reduzir efeitos adversos sisteˆmicos. Isso porque possuem
a capacidade de serem direcionadas para ce´lulas-alvo. Inu´meras modalidade para veto-
rizac¸a˜o de agentes terapeˆuticos contra o caˆncer esta˜o dispon´ıveis atualmente, sendo eles os
lipossomos, micelas, dendr´ımeros, nanopart´ıculas polime´ricas, nanoca´psulas de ouro, na-
nopart´ıculas superparamagne´ticas, nanoemulso˜es e nanotubos de carbono. Dentro dessa
grande variedade de nanossistemas, as nanoemulso˜es teˆm apresentado caracter´ısticas de
importaˆncia singular, como biodisponibilizac¸a˜o de drogas lipof´ılicas, alta estabilidade e li-
berac¸a˜o controlada (FERRARI, 2005; PATIL & PANYAM, 2009; LIU, SOLOMON & ACHILEFU,
2010).
1.1.4 Nanoemulso˜es (NEs)
Nanoemulso˜es (NEs) sa˜o sistemas coloidais de dois l´ıquidos imisc´ıveis dispersos
em uma fase aquosa ou em uma fase oleosa (SHAH et al., 2010). As NEs podem apresentar
tamanho no intervalo de 50 a 200 nm (TADROS et al., 2004) ou de 50 a 1000 nm (SHAH
et al., 2010). As NEs podem existir nas formas a´gua em o´leo (W-O) e o´leo em a´gua
(O-W), sendo o nu´cleo da part´ıcula a´gua ou o´leo, respectivamente. As NEs sa˜o feitas
utilizando tensoativos aprovados para consumo humano e substaˆncias alimentares comuns
que sa˜o geralmente reconhecidas como seguras, “Generally Recognized as Safe-GRAS”
pela FDA (Food and Drug Administration) (SHAH et al., 2010). As micro e nanoemulso˜es
diferem em relac¸a˜o a estabilidade. As NEs sa˜o somente cineticamente esta´veis, enquanto
as microemulso˜es sa˜o tambe´m termodinamicamente esta´veis. No entanto, quando na˜o
aparentam floculac¸a˜o e coalesceˆncia, as NEs possuem a vantagem da estabilidade a longo
prazo. Isso torna-as u´nicas e faz com que a`s vezes sejam referidas como tendo uma
estabilidade termodinaˆmica aproximada. Essa alta estabilidade coloidal das NEs pode
ser compreendida a partir de sua estabilizac¸a˜o este´rica (fazendo-se uso de tensoativos
na˜o-ioˆnicos e/ou pol´ımeros). Essa estabilidade e´ afetada pela raza˜o entre a espessura da
camada de tensoativo adsorvida e o raio da got´ıcula. Para a manutenc¸a˜o da transpareˆncia
ao longo do tempo, as NEs devem ser adequadamente preparadas e estabilizadas evitando
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o efeito “Ostwald ripening”, processo de difusa˜o molecular que ocorre quando o o´leo tem
uma solubilidade finita em meio cont´ınuo. E´ importante ressaltar que a distribuic¸a˜o de
tamanho das got´ıculas e´ controlada durante a formulac¸a˜o das NEs (TADROS et al., 2004).
Estes sistemas teˆm atra´ıdo atenc¸a˜o para uso em cosme´ticos, produtos de cuidados pessoais
e a´rea da sau´de. Isto deve-se a algumas caracter´ısticas particulares, tais como:
1. Devido a pequena massa das got´ıculas, a forc¸a gravitacional tem pouco efeito sobre
as mesmas, fazendo com que o movimento Browniano seja suficiente para manter
a estabilidade. Assim, na˜o ha´ processos de cremagem ou sedimentac¸a˜o durante o
armazenamento;
2. O tamanho nanome´trico da got´ıcula previne a floculac¸a˜o em pequena escala, per-
mitindo que o sistema permanec¸a disperso sem que haja separac¸a˜o;
3. O pequeno tamanho das got´ıculas tambe´m previne sua coalesceˆncia, desde que as
got´ıculas na˜o sejam deforma´veis. Assim, as flutuac¸o˜es de superf´ıcie sa˜o previnidas.
Ale´m disso, a espessura do filme de tensoativo (em relac¸a˜o ao raio da got´ıcula),
previne qualquer desbaste ou ruptura do filme l´ıquido entre got´ıculas;
4. NEs sa˜o adequadas para a entrega de princ´ıpios ativos na pele. A grande superf´ıcie
de contato desse tipo de emulsa˜o permite a ra´pida penetrac¸a˜o e consequentemente
aumentam a entregas dos ativos;
5. A transpareˆncia do sistema, fluidez (quando utilizadas quantidades razoa´veis de
o´leo), bem como a auseˆncia de agentes espessantes, proporcionam um cara´ter este´tico
agrada´vel e boa sensac¸a˜o na pele;
6. As NEs, ao contra´rio das microemulso˜es, necessitam de baixa concentrac¸a˜o de ten-
soativos na formulac¸a˜o;.
7. O pequeno tamanho das got´ıculas permitem que as mesmas se depositem unifor-
memente em substratos. As baixas tenso˜es superficial e interfacial aumentam a
molhabilidade, espalhabilidade e penetrac¸a˜o das got´ıculas;
8. As NEs podem ser aplicadas na entrega de fragaˆncias, principalmente em produtos
de cuidados pessoais onde deseja-se formulac¸o˜es livres de a´lcool;
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9. NEs podem ser aplicadas como substitutas para lipossomas e ves´ıculas (as quais
sa˜o menos esta´veis). Em alguns casos e´ poss´ıvel a construc¸a˜o de fases cristalinas
l´ıquidas lamelares ao redor das got´ıculas da NEs (TADROS et al., 2004).
1.1.4.1 Me´todos de Preparac¸a˜o das NEs
Alguns me´todos podem ser aplicados para a preparac¸a˜o de NEs (cobrindo a faixa
de tamanho da got´ıcula de raio de 50-200 nm), sa˜o eles: (I) homogeneizac¸a˜o a alta pressa˜o
(auxiliada pela escolha apropriada de agente tensoativos e co-tensoativos), (II) me´todo de
emulsificac¸a˜o de baixa energia em temperatura constante ou a aplicac¸a˜o do conceito de
temperatura de inversa˜o de fase (PIT) (TADROS et al., 2004). Essas emulso˜es sa˜o facilmente
produzidas em grandes quantidades pela mistura de uma fase o´leo imisc´ıvel a a´gua em
uma fase aquosa com alto estresse em um processo de extrusa˜o mecaˆnica dispon´ıvel em
todo o mundo (SHAH et al., 2010).
1.1.5 Selol e Compostos Seleˆnicos
O papel do seleˆnio(Se) como agente antioxidante e antitumoral tem sido bem
documentado na literatura (HIRAOKA et al., 2001; WEI et al., 2001; TAPIERO et al., 2003;
GHOSH, 2004). Uma pesquisa recente mostrou que mais de 50% dos pacientes com caˆncer
de pulma˜o que receberam radioterapia, utilizavam medicinas complementares e alternati-
vas, sendo que 12% deles reportaram o uso de seleˆnio especificamente (FRITZ et al., 2011).
O seleˆnio e´ um oligoelemento (elemento que encontra-se em baixa concentrac¸a˜o no orga-
nismo) essencial para animais e humanos. O seu papel biolo´gico foi estabelecido apo´s a
descoberta de que o seleˆnio e´ um componente estrutural do centro ativo de muitas enzimas
(SUCHOCKI, JAKONIUK & FITAK, 2003).
O seleˆnio participa em sistemas antioxidantes humanos como selenociste´ına (SeCys)
incorporado a va´rias selenoprote´ınas. Existem pelo menos 25 selenoprote´ınas conhecidas
em humanos, incluindo a glutationa peroxidase, tioredoxina redutase, iodotironina deio-
dinase, e selenoprote´ınas P, W, e R. As enzimas glutationa peroxidase e selenoprote´ına P,
juntas contam ate´ 80% do seleˆnio no plasma sangu´ınio. Estas enzimas protegem as ce´lulas
de danos por radicais livres, regulam a transcric¸a˜o de DNA e a proliferac¸a˜o celular. Os
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sistemas de glutationa e tioredoxina em particular, teˆm sido considerados as principais
vias atrave´s das quais o seleˆnio exerce o seu potencial efeito quimiopreventivo. Novas in-
vestigac¸o˜es tambe´m sugerem inibic¸a˜o do crescimento celular, atividade pro´-apopto´tica dos
selenometabo´litos em ce´lulas pre´-malignas. O seleˆnio tambe´m esta´ envolvido na func¸a˜o
da tiro´ide, na imunidade das ce´lulas T, espermatogeˆnese, e e´ um antagonista competitivo
de metais pesados potencialmente carcinogeˆnicos, tais como arseˆnico e ca´dmio (FRITZ et
al., 2011). O seleˆnio e´ considerado importante para a protec¸a˜o contra o caˆncer e tambe´m
para o metabolismo de protec¸a˜o contra o estresse oxidativo, especialmente em doenc¸as
do mu´sculo card´ıaco (SUCHOCKI, JAKONIUK & FITAK, 2003). Ale´m disso, foi comprovado
que concentrac¸o˜es ideais de seleˆnio podem restaurar a sensibilidade de ce´lulas malignas
resistentes a citosta´ticos para agentes quimiotera´picos (SUCHOCKI et al., 2007).
Compostos seleˆnicos contendo Se a n´ıvel de oxidac¸a˜o +4, possuem maior atividade
como agente antioxidante e antitumoral (SUCHOCKI et al., 2010). A atividade anticarci-
nogeˆnica dos compostos seleˆnicos esta´ relacionada a sua ac¸a˜o pro´-oxidante (DRAKE et al.,
2006). Selenitotriacilglicer´ıdeos sa˜o um novo grupo de compostos semi-sinte´ticos contendo
Se (+4). O selol e´ uma mistura de selenitotriacilglicer´ıdeos sintetizados a partir da este-
rificac¸a˜o do o´leo da semente de girassol com a´cido selenioso (Figura 2) (JASTRZEBSKI et
al., 1995, 1997). Compostos de diferente estrutura e grau de atividade podem ser obtidos
dependendo da concentrac¸a˜o de seleˆnio utilizada na preparac¸a˜o. Concentrac¸o˜es de selol
entre 2-20% foram produzidas, o que significa que 1 ml de selol conte´m entre 20-200 mg
de Se (IV). A estrutura selol foi determinada por espectroscopia de ressonaˆncia magne´tica
nuclear (NMR) 1H e 13C (SUCHOCKI, JAKONIUK & FITAK, 2003). Por conter o elemento
seleˆnio (Se) em sua estrutura, sugere-se que ele apresente atividade quimiopreventiva e
antitumoral (JASTRZEBSKI et al., 1995).
A farmacocine´tica e toxicidade do selol foram estabelecidas. O selol sofre ra´pida
reabsorc¸a˜o a partir do sistema digesto´rio e devido a sua propriedade lipof´ılica, e´ altamente
distribu´ıdo por todo o corpo, atravessando facilmente a barreira hemato encefa´lica. Ha´
ind´ıcios de que ele seja metabolizado no f´ıgado e excretado pelos rins. Sendo completa-
mente eliminado do organismo, pela urina, 24h apo´s a administrac¸a˜o (STANCZYK et al.,
2010). Estudos de toxicidade dose-u´nica feitos em ratos, mostram que a dose letal (DL50)
do selol 2% foi de 100 mg Se/kg de massa corporal apo´s a administrac¸a˜o oral. Enquanto
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Figura 2: Estrutura da mole´cula de selol.
O selol (Octadeca-9,11-dienoic acid 1-[7-(5-non-3-enyl-2-oxo-2λ4- [1, 3, 2] dioxaselenolan-4-yl)-
heptanoyloxymethyl]-2-octadeca -9, 13-dienoyloxy -ethyl ester), quadro em destaque, dependendo do
conteu´do de Se (IV), como resultado da dimerizac¸a˜o, possui va´rias estruturas como indicado pelas se-
tas. Estruturas baseadas nos estudos de espectroscopia de ressonaˆncia magne´tica nuclear (NMR) 1H e
13C)(SUCHOCKI et al., 2010).
para selol 10% este valor foi de 68 mg Se/kg de massa corporal (JASTRZEBSKI et al., 1995).
O selol 2% e´ 30 vezes menos to´xico do que o selenito de so´dio (IV)((DL50) de 3 mg/kg de
massa corporal), o composto inorgaˆnico contendo Se (IV). Isso faz com que o selol possa
ser administrado em doses muito mais elevadas, o que levaria a uma atividade antitumoral
mais potente (SUCHOCKI et al., 2007; STANCZYK et al., 2010). A administrac¸a˜o subcutaˆnea
e intraperitoneal apresentam toxicidade extremamente baixa (JASTRZEBSKI et al., 1997).
O teste Ames realizado em Salmonella typhimurium demonstrou auseˆncia de atividade
mutageˆnica (STANCZYK et al., 2010).
1.1.6 CremophorELP R©
O Cremophor ELP R©, marca de uma gama de detergentes na˜o ioˆnicos polietoxi-
lados, e´ um surfactante composto de o´leo de castor polietoxilado. Ele tem sido utilizado
comercialmente para preparo de emulso˜es o´leo e a´gua, sendo capaz de produzir emulso˜es
esta´veis de biomole´culas hidrofo´bicas farmacologicamente ativas. Foi desenvolvido para
uso como solubilizante e emulsificante para preparac¸o˜es orais, to´picas e parenterais. O
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seu principal componente e´ o glicerol-polietilenoglicol ricinoleato, o qual, juntamente com
os e´steres de a´cidos graxos do polietilenoglicol, representa a parte hidrofo´bica do produto.
A parte hidrof´ılica e´ composta de polietileno e glicerol etoxilado (BASF, 2012). O uso do
surfactante na˜o ioˆnico, anfif´ılico, e´ importante para que haja a incorporac¸a˜o do selol na
part´ıcula. A porc¸a˜o hidrofo´bica do surfactante liga-se ao selol e a hidrof´ılica se mante´m
em contato com o meio hidrossolu´vel, propiciando a formac¸a˜o de nanogot´ıculas esta´veis
e com menor agregac¸a˜o.
1.1.7 Copol´ımero PVM/MA
Durante as u´ltimas de´cadas, tem sido investigados va´rios tipos de sistemas de
entrega de drogas locais nos quais sa˜o empregados inu´meros biomateriais polime´ricos.
Sistemas de entrega de drogas locais bioadesivos baseados em materiais mucoadesivos teˆm
recebido significante atenc¸a˜o devido a capacidade de aumentar o tempo de permaneˆncia
no s´ıtio de administrac¸a˜o (LI & LEE, 2010). Microesferas de polianidrido apresentaram
alta afinidade por mucosa nasal e intestinal (JIANG & ZHU, 2002; LI et al., 2005). Os
polianidridos com ligac¸o˜es anidrido na cadeia principal do pol´ımero sa˜o de natureza ex-
tremamente hidrofo´bica e com caracter´ısticas de erosa˜o da superf´ıcie. Apesar do grande
interesse nesse tipo de polianidrido, as pobres propriedades mecaˆnicas devida a ra´pida de-
gradac¸a˜o hidrol´ıtica das ligac¸o˜es anidrido ligadas a cadeia principal limitaram essa classe
de pol´ımeros para a aplicac¸a˜o de entrega de drogas a curto prazo. Entretanto, em uma
outra classe de polianidridos, as ligac¸o˜es anidrido se apresentam como uma cadeia lateral
c´ıclica e na˜o como parte da cadeia principal do pol´ımero, com isso na˜o se observa reduc¸a˜o
do peso molecular do pol´ımero mesmo apo´s a quebra hidrol´ıtica dos grupos anidrido. O
uso desse tipo de pol´ımero torna-se mais adequado para aplicac¸o˜es onde a degradabilidade
do mesmo na˜o seja essencial (LI & LEE, 2010).
O copol´ımero PVM/MA (Poli (metil eter vinil-co-anidrido maleico))apresenta
biodegradabilidade, biocompatibilidade, liberac¸a˜o sustentada e seguranc¸a, na˜o apresen-
tando toxicidade frente a`s ce´lulas (TADROS et al., 2004; SHAH et al., 2010). A propriedade
mais interessante desse copol´ımero e´ a sua alta bioadesividade (capacidade de interagir
fortemente com ce´lulas e/ou tecidos biolo´gicos). Quando os polianidridos da mole´cula de
PVM/MA sa˜o degradados hidroliticamente, o produto de cada anidrido conte´m dois gru-
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Figura 3: Estrutura do Copol´ımero PVM/MA.
pamentos a´cido carbox´ılicos (COOH−) que aumentam a capacidade do pol´ımero formar
ligac¸o˜es de hidrogeˆnio com componentes da membrana plasma´tica das ce´lulas (ARBo´S et al.,
2002). Ou seja, o copol´ımero promove um maior tempo de permaneˆncia das nanoemulso˜es
com as ce´lulas, interferindo diretamente na sua eficieˆncia de ac¸a˜o (Figura 3).
Baseando-se nas afirmac¸o˜es anteriores, sugere-se um produto tecnolo´gico como
alternativa para a reposic¸a˜o de seleˆnio na dieta e tratamento de neoplasias. Este produto
seria uma nanoemulsa˜o constitu´ıda de selol, tensoativo Cremophor ELP R© e o copol´ımero
PVM/MA.
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1.2 Justificativa
O carcinoma de pulma˜o de ce´lulas na˜o pequenas (CPCNP) representa grande
parte dos carcinomas de pulma˜o e sua alta incideˆncia constitui grave problema de sau´de
pu´blica mundial. A alta agressividade dessa neoplasia, associada ao elevado ı´ndice de
diagno´stico tardio, fazem com que doses elevadas de agentes terapeˆuticos sejam admi-
nistradas nos pacientes sem finalidade curativa, e sim, apenas paliativa (JAMNIK et al.,
2009; INCA, 2012). A careˆncia de me´todos terapeˆuticos mais eficazes em promover a re-
missa˜o da neoplasia, aumento da sobrevida do paciente e eventualmente a cura, suscita
a busca de novas modalidades quimiotera´picas. O selol e´ um composto organoseleˆnico
que se destaca por menor toxicidade cumulativa, quando comparado com os compostos
seleˆnicos inorgaˆnicos, e alto potencial antitumoral e quimiopreventivo (JASTRZEBSKI et
al., 1997; SUCHOCKI et al., 2007). No entanto, na intenc¸a˜o de contornar sua alta hidrofo-
bicidade, faz-se necessa´rio o seu carreamento em um nanossistema de entrega de drogas.
A emulsificac¸a˜o desse composto, daria origem a nanoemulso˜es. As quais pode ou na˜o ser
adsorvido o copol´ımero PVM/MA em sua superf´ıcie para a formac¸a˜o de NEs polime´ricas
que eventualmente representariam uma importante terapia para o caˆncer de pulma˜o.
As nanoemulso˜es, diferentemente do selol em sua forma livre, podera˜o ter maior
interac¸a˜o e fluidez pelos sistemas biolo´gicos, podendo tambe´m se movimentar por vasos
de menor calibre e interst´ıcio tumoral. O Cremophor ELP R©, tensoativo na˜o ioˆnico, e´
um componente de elevada importaˆncia quanto a capacidade de modular o tamanho das
nanoemulso˜es. Possibilitando assim, que essas got´ıculas de tamanho nanome´trico sejam
mais interiorizadas pelas ce´lulas tumorais. O copol´ımero PVM/MA tera´ o papel de se co-
adsorver a` superf´ıcie das NEs, conferindo maior estabilidade, ale´m de aumentar o tempo
de contato das mesmas com as ce´lulas, em raza˜o da sua alta bioadesividade (LI & LEE,
2010) .
Atualmente existem poucos estudos que abordem aspectos morfolo´gicos e ultraes-
truturais decorrentes da utilizac¸a˜o do selol como agente antitumoral e quimiopreventivo,
bem como do seu uso na forma de NEs. Um melhor entendimento sobre a ac¸a˜o das NEs
de selol na viabilidade das ce´lulas A549 podera´ beneficiar os portadores de carcinoma
de pulma˜o de ce´lulas na˜o pequenas como uma nova modalidade terapeˆutica na forma de
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sistema de entrega de drogas.
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1.3 Objetivos Gerais
O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de nanoemulso˜es de se-
lol, estabilizadas com tensoativo Cremophor ELP R© e cobertas com o copol´ımero PVM/MA.
Estudar a citotoxicidade das NEs de selol, revestidas ou na˜o por cobertura polime´rica de
PVM/MA, frente a`s ce´lulas na˜o tumorais e da linhagem A549 (adenocarcinoma humano
de ce´lulas epiteliais basais alveolares) in vitro.
1.4 Objetivos Espec´ıficos
• Proceder o desenvolvimento e a caracterizac¸a˜o das nanoemulso˜es de selol, estabili-
zadas com Cremophor ELP R© e cobertas ou na˜o com o copol´ımero PVM/MA;
• Avaliar a estabilidade termodinaˆmica das NEs de selol mediante diferentes tempe-
raturas de armazenamento;
• Avaliar a poss´ıvel citotoxicidade das NEs de selol em ce´lulas normais (fibroblasto)
e em linhagem de adenocarcinoma de pulma˜o humano (A549);
• Avaliar a eficieˆncia da reduc¸a˜o da viabilidade celular das NEs de selol a longo prazo;
• Avaliar poss´ıveis processos de morte celular, desencadeados pelas NEs, e seus me-
canismos (apoptose e necrose);
• Avaliar a poss´ıvel ocorreˆncia de fragmentac¸a˜o do DNA celular e as poss´ıveis al-
terac¸o˜es no ciclo celular das ce´lulas tratadas;
• Avaliar as poss´ıveis alterac¸o˜es morfolo´gicas advindas do tratamento com as NEs de
selol nas ce´lulas estudadas.
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2 Materiais e Me´todos
2.1 Desenvolvimento das Nanoemulso˜es (NEs)
O selol (5% de Seleˆnio) foi fornecido pelo Department of Drugs Analysis da War-
saw Medical University (Warsaw, Poland) e produzido de acordo com a patente (FITAK
et al., 1999). As NEs foram obtidas pelo me´todo da emulsificac¸a˜o espontaˆnea por adic¸a˜o
de a´gua. O procedimento foi realizado pelo Dr. Luis Alexandre Muehlmann no Labo-
rato´rio de Nanobiotecnologia - Intituto de Cieˆncias Biolo´gicas - UnB. Foram dissolvidos
100 mg de selol, 200 mg de tensoativo CremophorELP R© e 0, 5 ou 15 mg do copol´ımero
PVM/MA em 5 ml de solvente orgaˆnico acetona. Em seguida, adicionou-se, sob agitac¸a˜o
magne´tica intensa, 10 ml de etanol e 10 ml de a´gua ultra-pura. Neste momento foram
formadas as nanoemulso˜es. O etanol e acetona utilizados foram de grau anal´ıtico. Os sol-
ventes orgaˆnicos da suspensa˜o foram removidos por destilac¸a˜o sob pressa˜o reduzida (100
mbar, a` 45 ◦C) no evaporador rotativo Rotavapor RII (Buchi, Switzerland). Adicionou-se
a´gua ultra-pura a` suspensa˜o obtida ate´ o volume de 10 ml. Al´ıquotas das NEs foram
armazenadas a temperatura ambiente (25 ◦C), refrigeradas a 4 ◦C, congeladas a -20 ◦C e
submetidas a ciclos de congelamento/descongelamento.
Foram preparadas NEs com diferentes quantidades de copol´ımero em sua com-
posic¸a˜o, sendo elas:
• NE P0 - nanoemulsa˜o constitu´ıda de selol e Cremophor ELP R© (auseˆncia de PVM/MA).
• NE P5- nanoemulsa˜o constitu´ıda de selol, Cremophor ELP R© e 5 mg/ml de PVM/MA.
• NE P15- nanoemulsa˜o constitu´ıda de selol, Cremophor ELP R© e 15 mg/ml de
PVM/MA.
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As formulac¸o˜es diferem somente quanto a quantidade do copol´ımero PVM/MA
utilizado, sendo que as quantidades de selol e Cremophor ELP R© sa˜o constantes nas treˆs
formulac¸o˜es.
2.2 Caracterizac¸a˜o e Estabilidade das NEs
As nanoemulso˜es foram caracterizadas em termos de seus diaˆmetros hidrodinaˆmicos
(DH), ı´ndices de polidispersa˜o (PdI), morfologia e potenciais zeta (ζ−potencial). O PdI
e´ uma medida da distribuic¸a˜o de tamanho derivada da ana´lise cumulativa de Espalha-
mento de Luz Dinaˆmica (Dynamic light scattering - DLS). O PdI descreve a qualidade
da dispersa˜o. Valores de PdI iguais ou menores que 0,1 descrevem medidas aceita´veis e
suspenso˜es de boa qualidade, para valores pro´ximos de 1 teˆm-se suspenso˜es de baixa quali-
dade, quer para tamanhos de got´ıculas fora da gama coloidal ou com polidispersa˜o elevada
(ANTON et al., 2008). O potencial zeta e´ o potencial ele´trico no “plano de corte”, o qual e´
definido como a distaˆncia da superf´ıcie da gota, abaixo do qual os contra-io´ns permanecem
fortemente ligado a gota quando esta move-se em um campo ele´trico. Neste sentido essa
grandeza e´ a melhor representac¸a˜o das caracter´ısticas ele´tricas de uma emulsa˜o (MCCLE-
MENTS et al., 2007).
O DH e o PdI foram determinados por espectroscopia de correlac¸a˜o de fo´tons
e anemometria laser Doppler eletrofore´tica, respectivamente, utilizando Zetasizer R© Na-
noZS (Malvern Instruments, Malvern, UK). As medic¸o˜es foram realizadas a 25 oC e
aˆngulo de dispersa˜o fixo de 90 o, apo´s diluic¸a˜o das NEs em soluc¸a˜o tampa˜o fosfato (PBS,
pH=7,4) a concentrac¸a˜o de 1%. O ı´ndice de polidispersa˜o foi calculado pelo programa do
equipamento a partir das medidas de DLS. O ζ−potencial foi determinac¸a˜o pelo modo
eletrofore´tico do aparelho supracitado. As amostras foram colocadas em ce´lula eletro-
fore´tica (aˆngulo de dispersa˜o 90o e temperatura de 25 ◦C). Os valores potenciais foram
calculados como a me´dia dos valores da mobilidade eletrofore´tica utilizando a Equac¸a˜o
de Smoluchowski e o laser foi operado a 633 nm. Os DH, PdI e (ζ−potencial) foram
medidos para todas as NEs nos per´ıodos de 0, 7, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 150 dias. As
medic¸o˜es foram realizadas para as condic¸o˜es de armazenamento: temperatura ambiente
(25 ◦C), refrigeradas a 4 ◦C, congeladas a -20 ◦C (as NEs eram descongeladas apenas no
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dia da medic¸a˜o) e submetidas a ciclos de congelamento/descongelamento (as NEs eram
descongeladas no dia da medic¸a˜o, retornavam ao congelador e tornavam a serem medidas
no pro´ximo per´ıodo). Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
2.3 Morfologia das NEs
A morfologia das NEs foi avaliada por microscopia eletroˆnica de transmissa˜o
(MET), em microsco´pio eletroˆnico JEOL JEM-1011 (JEOL). As NEs frescas foram dilu´ıdas
em a´gua ultrapura a concentrac¸a˜o de 5%. Posteriormente, 3 µl da soluc¸a˜o foram transfe-
ridas para telas de cobre de 300 “mesh” (malhas), cobertas com o filme Formvar R© 0,4%.
Para fixac¸a˜o e contrastac¸a˜o do material, foram utilizados 20 µl de tetro´xido de o´smio
(1%) colocados diretamente em placa de petri fechada e no escuro, juntamente com as
telas, por 20 minutos. As NEs foram analisadas em MET a 100 kV. As imagens foram
processadas em caˆmera UltraScan R© conectada ao programa Digital Micrograph 3.6.5 R©
(Gatan, USA). A forma e a morfologia da superf´ıcie das NEs tambe´m foram investigadas
em microscopia eletroˆnica de varredura (MEV) em microsco´pio eletroˆnico JEOL JSM-700
1F (JEOL). As NEs frescas foram dilu´ıdas em a´gua ultrapura a concentrac¸a˜o de 5%, 40
µl da soluc¸a˜o foram colocados em “stubs”, suportes de lata˜o, previamente limpos com
acetona. Para fixac¸a˜o e contraste do material, foram utilizados 40 µl de tetro´xido de
o´smio (1%) colocados diretamente em placa de petri fechada e no escuro, juntamente
com os stubs, por 1 hora. Apo´s 24h, as amostras foram metalizadas com ouro em Balzers
SCD 050 R© Sputter Coater (Balzers Union AG, Liechtenstein) e observadas em MEV com
caˆmera UltraScan R© conectada ao programa Digital Micrograph 3.6.5 R© (Gatan, USA).
Para a espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) as medidas foram realizadas
em MEV na configurac¸a˜o “Point-and-Shoot” com voltagem de 15 keV.
2.4 Cultura e Manutenc¸a˜o Celular
Cultura prima´ria de ce´lulas de tecido conjuntivo (fibroblastos) foram utilizadas
como controle as ce´lulas normais. Os fibroblastos foram colhidos a partir de polpa denta´ria
de dentes normais, e gentilmente cedidas pelo Laborato´rio de Nanobiotecnologia da Uni-
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versidade de Bras´ılia, Brasil. As ce´lulas A549 (adenocarcinoma humano de ce´lulas epite-
liais basais alveolares) foram compradas da American Type Culture Collection, ATCC,
USA 1.
As ce´lulas fibroblasto e A549, armazenadas em nitrogeˆnio l´ıquido no Laborato´rio
de Gene´tica e Morfologia — UnB, foram descongeladas uma semana antes do experimento
e aclimatadas em frascos de 25 cm2 (TPP, USA). Fibroblasto foi cultivado em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e A549 em uma mistura (1:1)
de DMEM e DMEM HAN’S F12, suplementados com 1% de soluc¸a˜o antibio´tica (100
unidades/ml de penicilina e 100 mg/ml estreptomicina) e 20% de soro fetal bovino (SFB)
em incubadora u´mida a` 37 ◦C com 5% de CO2 e 80% de umidade. Apo´s a aclimatac¸a˜o das
ce´lulas, elas foram transferidas para frascos de 75 cm2 (TPP,USA) e cultivadas em meios
de cultura suplementados com 1% de de soluc¸a˜o antibio´tica e 10% de SFB em incubadora
u´mida nas condic¸o˜es supracitadas.
A densidade celular foi determinada pela exclusa˜o com azul de tripan, utilizando
a caˆmara de Neubauer para contagem. Al´ıquotas de 1 × 103 ce´lulas/ml de fibroblasto e
A549 foram plaqueadas em placas de poliestireno de 96 poc¸os (TPP, USA). As ce´lulas
foram incubadas por 24h a` 37 ◦C, 5% de CO2 e 80% de umidade antes do tratamento
com as NEs.
2.5 Tratamentos das Ce´lulas com NEs
Foram preparadas soluc¸o˜es das NEs P0, P5 e P15 em meio DMEM e DMEM
HAN’S F12, suplementados com 10% de SFB, nas concentrac¸o˜es de 25, 50 e 100 µg de
seleˆnio/ml. Apo´s o preparo das soluc¸o˜es, as mesmas tiveram o pH ajustado para o pH
fisiolo´gico (7,2) com a´cido clor´ıdrico 1 M (HCl) e hidro´xido de so´dio 1M (NaOH). Foram
realizados tratamentos adicionais para verificar eventual citotoxicidade do copol´ımero
PVM/MA e do tensoativo Cremophor ELP R©. Para isso foi desenvolvida uma nano-
part´ıcula composta somente pelo copol´ımero PVM/MA (NV- nanopart´ıcula vazia), utili-
zada somente na concentrac¸a˜o de 150 µg/ml. Para o ensaio com tensoativo Cremophor
1A A549 e´ amplamente usada como modelo in vitro para epite´lio pulmonar do tipo II para o metabo-
lismo de drogas e transfecc¸a˜o (JASTRZEBSKI et al., 1995, 1997).
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ELP R©, o mesmo foi utilizado dilu´ıdo em a´gua nas concentrac¸o˜es de 6,25; 12,5; 25; 50;
100 e 200 µg/ml, concentrac¸o˜es essas que correspondem as concentrac¸o˜es de 3,1; 6,25;
12;5; 25; 50; 100 µg de seleˆnio/ml das nanoemulso˜es. Os tratamentos foram realizados
24h apo´s o plaqueamento para permitir a adesa˜o das ce´lulas as placas. Cada tratamento
foi realizado em triplicata. O meio de cultura original das placas foi removido e as ce´lulas
incubadas com 200 µl das soluc¸o˜es contendo as NEs, as NVs e o Cremophor ELP R©. As
ce´lulas foram mantidas em incubadora u´mida a` 37 ◦C com 5% de CO2 e 80% de umidade
pelos per´ıodos de 24, 48 e 72h. Para analisar a atividade biolo´gica das NEs P0, P5 e P15
armazenadas a` 4 ◦C a longo prazo, a viabilidade da ce´lula A549 foi avaliada nos tempos
0, 30, 60, 120, 150 e 210 dias apo´s o desenvolvimento das nanogot´ıculas.
2.6 Ensaio de Viabilidade Celular
Para determinac¸a˜o da viabilidade celular, 5x103 ce´lulas normais e tumorais, fo-
ram plaqueadas em placas de 96 poc¸os e tratadas como descrito acima. Posteriormente,
as ce´lulas foram incubadas com 150 µl de soluc¸a˜o de meio de cultura contendo brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazo´lio (MTT) (5 mg/ml em 0,15 M de PBS , pH
7,4) por duas horas e meia em incubadora u´mida. Removida a soluc¸a˜o, foram adicionados
200 µl de dimetilsulfo´xido para solubilizac¸a˜o dos cristais de formazano, formados somente
pelas ce´lulas via´veis. A absorbaˆncia foi determinada em espectrofotoˆmetro (SpectraMax
M2, Molecular Devices, USA) utilizando comprimento de onda de 595 nm, com o aux´ılio
do programa SoftMax Pro (Molecular Devices). Para cada amostra, a viabilidade celular
foi calculada a partir de dados de treˆs poc¸os (n= 3) e expressa como porcentagem, com-
parada com as ce´lulas do controle de 24h. Os resultados finais foram mostrados como
me´dias de treˆs experimentos independentes.
2.7 Alterac¸o˜es na Morfologia Celular
A morfologia celular foi analisada com microsco´pio de contraste de fase (Zeiss,
Germany) utilizando o programa AxioVision R© (Zeiss, Germany).
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2.8 Avaliac¸a˜o dos Padro˜es de Morte Celular
As mortes celulares por apoptose e necrose, resultantes da exposic¸a˜o da fosfa-
tidilserina e a perda da integridade da membrana plasma´tica, respectivamente, foram
avaliadas com kit duplamente marcado com anexina-V conjugada a FITC e iodeto de
prop´ıdio (PI). As ce´lulas foram lavadas com tampa˜o PBS, centrifugadas e ressuspensas
em 100 µl de tampa˜o de ligac¸a˜o contendo 10 mM HEPES/NaOH (pH 7,4), 140 mM NaCl
and 2.5 mM CaCl2. Em seguida, foram adicionados 5 µl de anexina-V/FITC e 10 µl de
PI (50 µg/ml) as ce´lulas por 15 min, no escuro, e a temperatura ambiente. As ce´lulas
foram enta˜o analisadas em citoˆmetro de fluxo CyFlow R© Space (Partec, Germany) e fo-
ram contados 10.000 eventos por amostra. As ce´lulas na˜o tratadas e na˜o incubadas com
fluoro´foros, foram utilizadas como controles e controles negativos. Ce´lulas tratadas com
100 µg/ml de selenito de so´dio por 24, 48 e 72 h foram utilizadas como ce´lulas positi-
vamente marcadas para anexina-V. Ce´lulas mortas por aquecimento a` 60 ◦C por 5 min
foram utilizadas como ce´lulas positivamente marcadas para PI. Os dados foram analisados
com o aux´ılio do programa WindowsTM Flow Max R©.
2.9 Fragmentac¸a˜o de DNA e Ana´lise do Ciclo
O ciclo celular foi avaliado pela quantificac¸a˜o do DNA total. Ce´lulas A549 con-
trole e tratadas foram desaderidas dos poc¸os, lavadas com PBS, centrifugadas e fixadas
com etanol 70% por 2h a 4 ◦C. Em seguida, as ce´lulas foram lavada com PBS, incubadas
com 50 µg/ml de RNase A por 30 min em estufa a 37 ◦C e marcadas com 50 µg/ml de PI
por 30 min e a temperatura ambiente. Foram contados 10.000 eventos por amostra em
citoˆmetro de fluxo CyFlow R© Space (Partec, Germany). Somente as ce´lulas que apresen-
taram conteu´do de DNA na faixa de 2n-4n foram consideradas na ana´lise do ciclo celular.
O DNA fragmentado foi identificado em populac¸o˜es Sub-G1 (conteu´do de DNA<2n) e cal-
culado considerando a totalidade dos eventos. As representac¸o˜es dos histogramas foram
obtidas no programa WindowsTM FlowMax R©.
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2.10 Ana´lise Estat´ıstica
Todos os dados foram analisados em programa Graphpad Prism 5.0 e submetidos
a testes espec´ıficos com confianc¸a estat´ıstica de 95%. Os dados foram analisados pelo
Anova two ways, com po´s-testes Tukey ou Bonferroni.
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3 Resultados
3.1 Caracterizac¸a˜o e Estabilidade das NEs de Selol
Observou-se por meio da ana´lise de espalhamento de luz dinaˆmica das NEs de
selol que o me´todo de emulsificac¸a˜o espontaˆnea produziu NEs com uma u´nica populac¸a˜o
de got´ıculas monodispersas (PdI <0,25) e com diaˆmetros hidrodinaˆmicos similares. As
NEs P0, P5 e P15 apresentaram DH de 290,6 nm ± 10,1; 257,2 nm ± 2,0 e 267,3 nm ±
2,1, respectivamente. Os ı´ndices de polidispersa˜o das got´ıculas foram de 0,132 ± 0,092
(NE P0); 0,098 ± 0,010 (NE P5) e 0,093 ± 0,011(NE P15). Os valores de potencial
foram de -1,0 mV ± 0,4 (NE P0); -9,5 mV ± 0,8 (NE P5) e -19,9 mV ± 0,7 (NE P15), e
mostraram-se bastante diversos entre as nanoemulso˜es (p<0,05).
A distribuic¸a˜o de DH por intensidade das NEs apresentou variac¸a˜o de acordo com
a quantidade de copol´ımero PVM/MA que as compunha. A NE P0, apresentou got´ıculas
com valores de DH entre 141,8-615,1 nm (Figura 4A). Na NE P5 houve uma pequena
variac¸a˜o do DH me´dio das got´ıculas entre 122,4-615,1 nm (Figura 4B). Por u´ltimo, a NE
P15 apresentou valores de DH entre 122,4-615,1 nm (Figura 4C). A adic¸a˜o do copol´ımero
PVM/MA a`s preparac¸o˜es foi acompanhado do aumento do PdI e do ζ -potencial das NEs,
tabela 1.
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Figura 4: Distribuic¸a˜o de diaˆmetro hidrodinaˆmico por intensidade das nanoemulso˜es P0,
P5 e P15 frescas.
A. NE P0, monodispersa e com DH de 290,6 nm ± 10,1. B. NE P5, monodispersa e com DH de 257,2
nm ± 2,0. C. NE P15, monodispersa e com DH de 267,3 nm ± 2,1. NE P0= nanoemulsa˜o com selol
e Cremophor ELP R©, NE P5= nanoemulsa˜o com selol, Cremophor ELP R© e 5 mg/ml PVM/MA e NE
P15= nanoemulsa˜o com selol, Cremophor ELP R© e 15 mg/ml PVM/MA. Dados representam me´dia e
desvio padra˜o, n=3.
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As NEs se mostraram isotro´picas, dispersas em soluc¸a˜o aquosa, na˜o havendo qual-
quer ind´ıcio de precipitac¸a˜o ou floculac¸a˜o, quando armazenadas em temperatura a 4 ◦C e a
25 ◦C . As got´ıculas mantiveram as suas propriedades como DH, PdI e ζ-potencial esta´veis,
quando armazenadas em temperatura ambiente (25 ◦C) e refrigerador (4 ◦C) pelo per´ıodo
de ate´ 150 dias (Tabela 2)(p>0,05). Sob a temperatura de -20 ◦C e estresse te´rmico,
durante os ciclos de congelamento/descongelamento (ciclo, CL), as NEs apresentaram
vis´ıveis alterac¸o˜es em seus DH. Essas alterac¸o˜es refletiram, consequentemente, em seus
PdI, sendo suficientes para promoverem as NEs a condic¸a˜o de polidispersa˜o (PdI>0,25).
No entanto, a NE P0 manteve-se sem floculac¸a˜o, sem alterac¸o˜es significativas no DH e
no PdI, ale´m de na˜o terem sido observadas subpopulac¸o˜es de got´ıculas com diferentes
DH (p>0,05). Para as outras NEs, desde o primeiro congelamento ou ciclo, foi observada
floculac¸a˜o, ou seja, mudanc¸a no padra˜o de dispersa˜o das got´ıculas. No entanto, houve
a constante manutenc¸a˜o do ζ -potencial das NEs mesmo quando armazenadas sob as
temperaturas anteriormente mencionadas (p>0,05), tabela 1. Devido ao ciclo de conge-
lamento/descongelamento as NEs P0, P5 e P15 alcanc¸aram DH de 330,8 nm ± 7,5; 831,7
nm ± 102,5 e 2.561,7 nm ± 700,2 , respectivamente. Para as NEs que foram mantidas
congeladas, as alterac¸o˜es no DH foram ainda mais expressivas, sendo que a NE P0 foi a
que menos apresentou alterac¸o˜es com DH de 290,6 nm ± 10,1 (p>0.05). Ja´ a NE P5 e
NE P15 alcanc¸aram DH de 1.673 nm ± 140,9 e 14.244,3 nm ± 7.547,8, respectivamente,
tabela 1.











Tabela 1: Estabilidade termodinaˆmica das NEs P0, P5 e P15.
NEs P0 P5 P15
Tempo DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP
0d 290,6 ± 10,1 0,132 ± 0,092 -1,0 ± 0,4 257,2 ± 2,0 0,098 ± 0,010 -9,5 ± 0,8 267,3 ± 2,1 0,093 ± 0,011 -19,9 ± 0,7
7d 266,8 ± 5,2 0,077 ± 0,013 -1,9 ± 0,8 251,9 ± 6,5 0,058 ± 0,015 -5,8 ± 1,7 248,3 ± 2,4 0,081 ± 0,018 -23,0 ± 1,4
15d 259,2 ± 2,4 0,075 ± 0,027 -1,5 ± 0,5 250,9 ± 3,3 0,071 ± 0,040 -5,7 ± 1,4 247,6 ± 5,1 0,084 ± 0,013 -19,6 ± 1,3
30d 265,3 ± 1,8 0,063 ± 0,025 -1,6 ± 0,5 250,2 ± 1,6 0,072 ± 0,010 -5,8 ± 0,9 246,6 ± 1,8 0,040 ± 0,025 -22,7 ± 1,2
25◦C 45d 265,7 ± 4,6 0,093 ± 0,014 -2,6 ± 1,0 257,2 ± 2,4 0,041 ± 0,045 -6,5 ± 0,8 247,4 ± 3,3 0,056 ± 0,037 -21,5 ± 0,7
60d 262,0 ± 1,8 0,078 ± 0,050 -2,3 ± 0,4 257,3 ± 3,0 0,065 ± 0,030 -5,8 ± 0,6 247,6 ± 3,5 0,067 ± 0,034 -20,1 ± 1,2
75d 263,2 ± 3,2 0,076 ± 0,032 -2,4 ± 1,0 254,7 ± 2,5 0,063 ± 0,031 -5,7 ± 0,5 247,3 ± 2,4 0,062 ± 0,012 -20,8 ± 0,9
90d 266,0 ± 0,3 0,075 ± 0,031 -2,3 ± 0,6 253,4 ± 2,0 0,065 ± 0,087 -5,3 ± 0,6 247,0 ± 2,5 0,082 ± 0,026 -19,3 ± 1,8
120d 263,4 ± 2,3 0,082 ± 0,010 -2,9 ± 0,3 270,0 ± 2,0 0,100 ± 0,049 -6,8 ± 0,7 266,0 ± 2,9 0,092 ± 0,016 -21,6 ± 0,7
150d 258,7 ± 3,5 0,064 ± 0,008 -3,1 ± 1,8 247,2 ± 11,2 0,049 ± 0,038 -6,6 ± 0,9 243,3 ± 5,4 0,048 ± 0,008 -22,8 ± 1,3
4◦C 0d 290,6 ± 10,1 0,132 ± 0,092 -1,0 ± 0,4 257,2 ± 2,0 0,098 ± 0,010 -9,5 ± 0,8 267,3 ± 2,1 0,093 ± 0,011 -19,9 ± 0,7
7d 265,3 ± 5,6 0,078 ± 0,037 -1,3 ± 0,8 255,7 ± 1,9 0,098 ± 0,016 -6,0 ± 0,9 258,2 ± 2,8 0,101 ± 0,026 -22,4 ± 1,2
15d 266,6 ± 2,2 0,066 ± 0,052 -1,9 ± 0,3 258,0 ± 4,5 0,065 ± 0,010 -5,8 ± 0,6 258,5 ± 2,8 0,059 ± 0,016 -20,0 ± 0,9







































NEs P0 P5 P15
Tempo DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP
4◦C 45d 267,2 ± 8,3 0,087 ± 0,069 -1,6 ± 0,8 258,0 ± 1,3 0,070 ± 0,057 -5,4 ± 1,5 250,5 ± 2,6 0,067 ± 0,033 -18,6 ± 1,9
60d 257,4 ± 8,0 0,113 ± 0,033 -1,9 ± 0,8 256,7 ± 1,5 0,078 ± 0,018 -6,1 ± 1,2 251,4 ± 3,0 0,071 ± 0,047 -20,2 ± 0,9
75d 267,2 ± 6,2 0,076 ± 0,031 -2,4 ± 1,0 257,7 ± 2,5 0,073 ± 0,031 -6,3 ± 0,5 253,3 ± 1,4 0,060 ± 0,012 -20,7 ± 0,9
90d 266,3 ± 6,4 0,104 ± 0,040 -2,6 ± 0,4 251,5 ± 1,7 0,091 ± 0,024 -5,7 ± 0,6 246,8 ± 5,4 0,106 ± 0,035 -18,2 ± 1,5
120d 266,4 ± 2,7 0,075 ± 0,042 -1,6 ± 1,0 257,7 ± 3,2 0,091 ± 0,013 -5,5 ± 0,3 249,2 ± 3,0 0,079 ± 0,024 -18,1 ± 1,6
150d 267,7 ± 14,4 0,070 ± 0,052 -2,4 ± 1,0 281,9 ± 2,7 0,095 ± 0,020 -6,3 ± 0,7 282,7 ± 4,5 0,083 ± 0,052 -19,4 ± 0,2
0 290,6 ± 10,1 0,131 ± 0,092 -1,0 ± 0,4 257,2 ± 2,0 0,098 ± 0,010 -9,5 ± 0,8 267,3 ± 2,1 0,093 ± 0,011 -19,9 ± 0,7
1◦ 291,7 ± 3,0 0,137 ± 0,034 -3,8 ± 0,5 515,9 ± 18,0 0,341 ± 0,068 -9,0 ± 0,6 2561,7 ± 700,2 0,922 ± 0,134 -21,3 ± 1,0
2◦ 267,6 ± 11,4 0,080 ± 0,048 -1,7 ± 0,4 645,5 ± 53,3 0,591 ± 0,082 -12,0 ± 0,4 2244,7 ± 1442,0 1,000 ± 0,000 -21,6 ± 0,7
3◦ 298,5 ± 1,7 0,174 ± 0,035 -2,5 ± 0,7 448,8 ± 14,2 0,458 ± 0,095 -8,4 ± 1,0 1369,8 ± 397,0 1,000 ± 0,000 -18,9 ± 0,5
CL 4◦ 267,2 ± 3,0 0,206 ± 0,024 -2,3 ± 1,2 831,7 ± 102,5 0,782 ± 0,046 -10,4 ± 0,6 1433,2 ± 1071,6 0,998 ± 0,004 -20,1 ± 0,8
5◦ 330,8 ± 7,5 0,286 ± 0,050 -2,0 ± 1,0 497,0 ± 31,3 0,688 ± 0,170 -10,0 ± 0,5 376,4 ± 64,5 0,869 ± 0,098 -18,1 ± 2,1
6◦ 302,7 ± 9,5 0,300 ± 0,046 -1,1 ± 0,8 610,9 ± 49,0 0,763 ± 0,078 -9,6 ± 0,9 515,2 ± 400,6 0,817 ± 0,159 -18,1 ± 1,3
7◦ 329,7 ± 5,2 0,268 ± 0,055 -1,6 ± 0,6 458,3 ± 16,4 0,680 ± 0,084 -9,1 ± 0,3 658,7 ± 321,6 0,863 ± 0,121 -12,0 ± 1,7







































NEs P0 P5 P15
Tempo DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP DH ±DP PdI ±DP Zeta ±DP
9◦ 253,1 ± 1,0 0,187 ± 0,027 -2,5 ± 0,5 307,3 ± 17,1 0,516 ± 0,042 -8,9 ± 0,1 646,5 ± 172,3 0,865 ± 0,127 -16,8 ± 0,5
0d 290,6 ± 10,1 0,132 ± 0,092 -1,0 ± 0,4 257,2 ± 2,0 0,098 ± 0,010 -9,5 ± 0,8 267,3 ± 2,1 0,093 ± 0,011 -19,9 ± 0,7
7d 266,5 ± 1,7 0,091 ± 0,009 -1,8 ± 1,1 1673,0 ± 140,9 0,478 ± 0,008 -13,1 ± 1,1 2897,7 ± 176,4 0,518 ± 0,061 -22,4 ± 1,1
15d 263,4 ± 3,6 0,103 ± 0,023 -2,2 ± 1,7 1454,3 ± 82,0 1,000 ± 0,000 -13,3 ± 0,9 12071,0 ± 4689,2 0,782 ± 0,141 -22,9 ± 0,9
30d 264,1 ± 3,7 0,067 ± 0,031 -2,0 ± 0,9 1072,7 ± 54,2 0,681 ± 0,131 -12,2 ± 0,3 14244,3 ± 7547,8 0,455 ± 0,175 -22,3 ± 1,5
-20◦C 45d 268,9 ± 1,4 0,045 ± 0,021 -1,5 ± 0,5 1375,0 ± 146,2 0,959 ± 0,070 -12,0 ± 1,0 4952,0 ± 446,1 0,812 ± 0,188 -22,4 ± 1,2
60d 268,2 ± 6,0 0,083 ± 0,009 -2,2 ± 0,8 1003,0 ± 250,0 0,921 ± 0,137 -9,9 ± 1,5 7684,3 ± 6429,9 0,904 ± 0,166 -15,8 ± 3,9
75d 268,6 ± 0,7 0,100 ± 0,036 -1,2 ± 0,3 646,4 ± 217,0 0,805 ± 0,160 -12,2 ± 0,7 2931,7 ± 685,4 1,000 ± 0,000 -20,5 ± 1,3
90d 272,2 ± 3,6 0,085 ± 0,017 -1,9 ± 0,8 1284,6 ± 555,6 0,974 ± 0,045 -12,3 ± 0,7 423,8 ± 365,0 0,788 ± 0,183 -18,3 ± 2,7
120d 268,8 ± 2,8 0,075 ± 0,023 -3,0 ± 0,9 1189,4 ± 999,7 0,858 ± 0,123 -12,4 ± 4,4 3269,7 ± 1819,9 1,000 ± 0,000 -19,4 ± 1,0






























3.2 Microscopia Eletroˆnica de Transmissa˜o
As NEs P0, P5 e P15 apresentaram formato arredondado e aparente nu´cleo ele-
tron denso, devido a afinidade do tetro´xido de o´smio por lip´ıdeos, no caso o selol, que
encontra-se no nu´cleo, “core”, da part´ıcula (Figura 5).
A NE P0, constitu´ıda somente de selol e Cremophor ELP R©, possui caracter´ısticas
distintas das demais NEs por possuir nu´cleo eletron denso envolto por fina camada e
cor clara (Figura 5A e B). Em contraste, as NEs P5 e P15, que conteˆm o copol´ımero
PVM/MA, apresentam uma espessa camada na cor cinza envolvendo o nu´cleo eletron
denso de selol e cor mais escura, devido a afinidade do tetro´xido de o´smio pelo copol´ımero
(Figuras 5C e E). Por fim, poˆde-se confirmar a estrutura hipote´tica das nanoemulso˜es:
um nu´cleo de selol envolto por tensoativo e camada de copol´ımero co-adsorvido (Figura
6).
As NEs foram caracterizadas morfolo´gicamente 120 dias apo´s a formulac¸a˜o. Ale´m
de apresentarem alterac¸o˜es significativas (p<0,05), ainda que pouco expressivas, no DH e
PdI (tabela 1), as got´ıculas apresentaram alterac¸o˜es ultraestruturais em sua morfologia.
A NE P0 na˜o apresentou nu´cleo eletron denso, somente sua fina membrana caracter´ıstica
(Figura 5B). As NEs P5 e P15 apresentaram alterac¸o˜es morfolo´gicas e aparente reduc¸a˜o
em suas camadas polime´ricas (Figura 5D e F).
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Figura 5: Caracterizac¸a˜o morfolo´gica das nanoemulso˜es frescas (A, C e E) e 120 dias apo´s
a formulac¸a˜o (B, D e F) por MET.
Nanogot´ıculas contrastadas com vapor de o´smio (1%) apresentando formato arredondado. A e B.NE
P0, 100.000x. C e D.NE P5, 40.000x e 150.000x e E e F.NE P15, 40.000x e 150.000x.
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Figura 6: Esquema da nanoemulsa˜o de selol.
Representac¸a˜o esquema´tica de nanogot´ıculas de selol estabilizadas por tensoativo Cremophor ELP R© e
mole´culas de PVM/MA parcialmente hidrolisadas. A. A hidro´lise dos grupos anidrido origina dois grupos
carboxilato (pH neutro) na cadeia do PVM/MA; B. Essa reac¸a˜o ocorre em partes da cadeia do pol´ımero
exposta a a´gua, mas na˜o no PVM/MA imerso no selol; C. Como partes do PVM/MA que conte´m
carboxilato sa˜o hidrof´ılicas e partes que conte´m anidrido sa˜o hidrofo´bicas, o PVM/MA parcialmente
hidrolisado torna-se anfif´ılico e funciona como um surfactante nas nanogot´ıculas de selol.
3.3 Microscopia Eletroˆnica de Varredura e EDS
As imagens obtidas no MEV das NEs frescas mostraram o perfil esfe´rico das
nanogot´ıculas e suas superf´ıcies rugosas (Figura 7).
A espectroscopia de energia dispersiva de raios-X possibilitou a detecc¸a˜o do ele-
mento seleˆnio (Se) em todas as amostras. Em todas as medic¸o˜es com as NEs P0, P5 e
P15, poˆde-se observar apenas um pequeno pico do elemento seleˆnio nas amostras (Figura
8). Na NE P0 (Figura 8A) a maior parte da amostra foi tida como constitu´ıda de ouro
(Au= 55,53%) e somente 0,75% de Se. A NE P5 tambe´m apresentou alta percentagem
de Au (50,12%) e apenas 0,66% de Se (Figura 8B). A NE P15 tambe´m apresentou o
mesmo padra˜o de porcentagem, 54,98% de Au e apenas 0,68% de Se (Figura 8C). Todas
as ana´lises foram feitas no aumento de 20.000x e voltagem de 15 keV.
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Figura 7: Caracterizac¸a˜o morfolo´gica das nanoemulso˜es frescas por MEV.
Nanogot´ıculas contrastadas com vapor de o´smio (1%), apresentando formato arredondado, superf´ıcie
rugosa e monodispersa˜o. A e B. NE P0, 15.000x e 40.000x. C e D. NE P5, 15.000x e 40.000x e E e F.
NE P15, 15.000x e 40.000x.
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Figura 8: Espectroscopia de energia dispersiva de raio-x das NEs P0, P5 e P15 frescas em
MEV.
A. NE P0, a maior parte da amostra apresentou-se constitu´ıda de ouro (Au= 55,53%) e somente 0,75%
de seleˆnio. B. NE P5, tambe´m houve alta porcentagem de Au (50,12%) e apenas 0,66% de de seleˆnio.
C. NE P15, o padra˜o de maior porcentagem de ouro (54,98%) e menor de seleˆnio (0,68%) foi mantido.
Mayara Simonelly Costa dos Santos p. 38 de 65
Dissertac¸a˜o de Mestrado
3.4 Ensaio de Viabilidade e Citotoxicidade Celular
Demonstrou-se atrave´s do ensaio de viabilidade celular (MTT) que o tratamento
com as nanopart´ıculas de PVM/MA, na˜o apresentou efeito significativo sobre a viabilidade
das ce´lulas estudadas (p>0,05))(Figura 9). No entanto, o surfactante Cremophor ELP R©
apresentou alta toxicidade para as ce´lulas normais e tumorais, tempo e concentrac¸a˜o
dependente. Para ambas as ce´lulas houve toxicidade no per´ıodo de 24h (200 µg/ml),
48 e 72h (6,25-200 µg/ml) (p<0,001) (Figura 10). Tambe´m foram observadas alterac¸o˜es
significativas na viabilidade das ce´lulas normais e tumorais apo´s o tratamento com as
NEs de selol na concentrac¸a˜o de 25 µg de seleˆnio/ml nos per´ıodos de 48 (p<0,01) e
72h (p<0,001) para a NE P0; 48 (p<0,01) e 72h (p<0,001) para a NE P5 e 48 e 72h
(p<0,001) para a NE P15. Para os tratamentos com todas as NEs P0 (Figura 11), P5
(Figura 12) e P15 (Figura 13), houveram alterac¸o˜es significantes nas ce´lulas normais e
tumorais nas concentrac¸o˜es de 50 µg de Se/ml (48 e 72h) e 100 µg de Se/ml (24, 48 e
72h) (p<0,001). Entretanto, o tratamento com as NEs na concentrac¸a˜o de 100 µg de
Se/ml foi altamente to´xico para as ce´lulas normais no tempo de 72h, sendo que a me´dia
de ce´lulas normais via´veis apo´s tratamento com as diferentes NEs foi de apenas 8,6% ±
1,8 (p<0,001). Enquanto isso, para a concentrac¸a˜o de 50 µg de seleˆnio/ml, no mesmo
per´ıodo, a viabilidade das ce´lulas normais foi de 71,5% ± 2,6; 57,7% ± 6,3 e 49,5% ±
6,8 (p<0,001) para as NEs P0, P5 e P15, respectivamente. Em contraste, observou-se
a reduc¸a˜o da viabilidade me´dia das ce´lulas tumorais de 3,9% ± 0,6 para todas as NEs
(p<0,001). O que torna essa concentrac¸a˜o mais adequada para a conduc¸a˜o do estudo.
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Figura 9: Viabilidade celular em fibroblasto e A549 apo´s tratamento com NV (nanopart´ıcula
vazia) por 24, 48 e 72h.
Os tratamentos foram realizados com a concentrac¸a˜o de 150 µg/ml. Os dados sa˜o expressos como me´dia
e erro padra˜o. Na˜o houve diferenc¸a significante (p>0,05). NV= nanopart´ıcula composta somente por
copol´ımero PVM/MA.
Figura 10: Viabilidade celular em fibroblasto e A549 apo´s tratamento com diferentes con-
centrac¸o˜es de soluc¸a˜o de Cremophor ELP R© por 24, 48 e 72h.
Tratamentos realizados nas concentrac¸o˜es de 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 µg/ml. Os dados sa˜o expressos
como me´dia e erro padra˜o. *Diferenc¸a significante (p < 0, 05).
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Figura 11: Viabilidade celular em fibroblasto e A549 apo´s tratamento com as diferentes
concentrac¸o˜es da nanoemulsa˜o P0 por 24, 48 e 72h.
NE P0= Nanoemulsa˜o com selol e Cremophor ELP R©. Dados representam me´dia e erro padra˜o. *Dife-
renc¸a significante (p < 0, 05).
Figura 12: Viabilidade celular em fibroblasto e A549 apo´s tratamento com as diferentes
concentrac¸o˜es da nanoemulsa˜o P5 por 24, 48 e 72h.
NE P5= Nanoemulsa˜o com selol, Cremophor ELP R© e 5 mg/ml PVM/MA. Dados representam me´dia e
erro padra˜o. *Diferenc¸a significante (p < 0, 05).
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Figura 13: Viabilidade celular em fibroblasto e A549 apo´s tratamento com as diferentes
concentrac¸o˜es da nanoemulsa˜o P15 por 24, 48 e 72h.
NE P15= Nanoemulsa˜o com selol, Cremophor ELP R© e 15 mg/ml PVM/MA. Dados representam me´dia
e erro padra˜o. *Diferenc¸a significante (p < 0, 05).
3.5 Eficieˆncia Citoto´xica das Nanoemulso˜es
A partir dos ensaios de viabilidade realizados, observou-se que as NEs arma-
zenadas a 4◦C mantiveram sua eficieˆncia na reduc¸a˜o da viabilidade das ce´lulas A549
preservadas pelo per´ıodo de ate´ 210 dias (Figura 14). As ce´lulas foram tratadas com
as NEs P0, P5 e P15, a concentrac¸a˜o de 50 µg Se/ml por 72 h. Na˜o houve diferenc¸a
estat´ıstica significante entre os diferentes dias dos tratamentos e tipos de NEs (p>0,05),
sendo essa diferenc¸a significativa apenas quando relacionada aos controles do experimento
(p<0,001).
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Figura 14: Eficieˆncia das NEs de selol na reduc¸a˜o da viabilidade das ce´lulas A549 em 0, 30,
60, 120, 150 e 210 dias apo´s a formulac¸a˜o e armazenamento a 4◦C.
Todos os tratamentos foram realizados a concentrac¸a˜o de 50 µg Se/ml. Os dados sa˜o expressos como
me´dia e desvio padra˜o.
3.6 Avaliac¸a˜o dos Padro˜es de Morte Celular
Alterac¸o˜es na membrana plasma´tica, indicando a exposic¸a˜o da fosfatidilserina da
camada interna da membrana plasma´tica das ce´lulas (ce´lulas anexina V +) e a alterac¸a˜o
da permeabilidade da membrana celular (ce´lulas PI +), foram maiores quanto maior o
tempo do tratamento. Tanto para as ce´lulas normais (Figura 15), quanto para as tumorais
(Figura 16), observou-se uma maior porcentagem de ce´lulas anexina-V positivas apo´s o
tratamento com as NEs. As porcentagens de fibroblastos que apresentaram processo de
morte por apoptose apo´s os tratamentos com as NEs P0, P5 e P15 foram de 65,3% ± 1,5;
43,9% ± 1,9 e 40,4% ± 2,1, respectivamente (p<0,001). As porcentagens de ce´lulas A549
que apresentaram processo de morte por apoptose apo´s os tratamentos com as NEs P0,
P5 e P15 foram de 49,6% ± 23,7; 42,3% ± 7,9 e 42,5% ± 9,2, respectivamente (p<0,001).
Em todos os tratamentos com as NEs os processos de apoptose/necrose e necrose
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estiveram presentes em pequena porcentagem em ambas as ce´lulas estudadas (p>0,05).
As ce´lulas controle, normais e tumorais, apresentaram uma alta porcentagem de ce´lulas
negativas, que na˜o apresentavam nenhum processo de morte, de 68,7% ± 5,2 e 91% ±
2,4, respectivamente (Figura 17).











Figura 15: Influeˆncia das NEs de selol P0, P5 e P15 (50 µg Se/ml)na permeabilidade da membrana plasma´tica dos fibroblastos.
Porcentagens de ce´lulas iodeto de prop´ıdio positivas (PI+) sa˜o indicadas em cada quadrante superior esquerdo (QA1) e anexina V positivas
(Anexina V+) sa˜o indicadas no quadrante inferior direito (QA4). Percentagens de ce´lulas duplo positivas sa˜o detectadas no quadrante superior
direito (QA2). A. Ce´lulas controle negativo (sem tratamento ou marcac¸a˜o). B. Quadrante anexina V (+), ce´lulas incubadas com selenito de
so´dio (100 µg de Se/ml) por 72h. C. Quadrante PI (+), ce´lulas mortas por aquecimento a 60 ◦C por 5 min. D. Ce´lulas controle, sem tratamento,
mas com marcadores. E, F e G. Ce´lulas tratadas com NEs P0, P5 e P15 por 72h, respectivamente. Maior porcentagem de ce´lulas anexina







































Figura 16: Influeˆncia das NEs de selol P0, P5 e P15 (50 µg Se/ml) na permeabilidade da membrana plasma´tica das ce´lulas
A549.
Porcentagens de ce´lulas iodeto de prop´ıdio positivas (PI+) sa˜o indicadas em cada quadrante superior esquerdo (QA1) e anexina V positivas
(Anexina V+) sa˜o indicadas no quadrante inferior direito (QA4). Percentagens de ce´lulas duplo positivas sa˜o detectadas no quadrante superior
direito (QA2). A. Ce´lulas controle negativo (sem tratamento ou marcac¸a˜o). B. Quadrante anexina V(+), ce´lulas incubadas com selenito de
so´dio (100 µg de Se/ml) por 72h. C. Quadrante PI (+), ce´lulas mortas por aquecimento a 60 ◦C por 5 min. D. Ce´lulas controle, sem tratamento,
mas com marcadores. E, F e G. Ce´lulas tratadas com NEs P0, P5 e P15 por 72h, respectivamente. Maior porcentagem de ce´lulas anexina






























Figura 17: Processos de morte celular em fibroblasto e A549 apo´s tratamento com as NEs
P0, P5 e P15 (50 µg Se/ml) por 72h.
Na˜o houve diferenc¸a estat´ıstica significante entre os tratamentos com os diferentes tipos de NEs (p>0,05),
sendo essa diferenc¸a significativa apenas quando relacionada aos controles do experimento (p<0,001).
Dados representam me´dia ± erro padra˜o. As diferentes letras indicam diferenc¸a estat´ıstica entre os
diferentes processos de morte celular.
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3.7 Fragmentac¸a˜o de DNA e Ciclo Celular
Os tratamentos com as NEs P0, P5 e P15 (50 µg Se/ml) promoveram elevada
fragmentac¸a˜o no DNA das ce´lulas A549 (p<0,001). Com excessa˜o das NEs P0 e P15 no
per´ıodo de 48h (p>0,05). No per´ıodo de 24h houve fragmentac¸a˜o de 24,1% ± 13,6 (NE
P0); 25,7% ± 2,9 (NE P5) e 19,4% ± 5,1(NE P15) contra 12,5% ± 1,4 do controle. No
per´ıodo de 48h houve fragmentac¸a˜o de 62,5% ± 16,5 (NE P0); 58,6% ± 5,4 (NE P5) e
59,5% ± 12,0(NE P15) contra 10,5% ± 4,4 do controle. E, por u´ltimo, no per´ıodo de 72h
houve a mais elevada fragmentac¸a˜o de DNA com 92,7% ± 5,3 (NE P0); 86,9% ± 1,7(NE
P5) e 79,8% ± 8,9 (NE P15) contra 8,0% ± 3,7 do controle (Figura 19).
Apo´s o tratamento com qualquer uma das NEs houve um significativo aumento
do nu´mero de ce´lulas em fase Sub G1 e uma clara reduc¸a˜o no nu´mero de ce´lulas em fase
G0/G1, S e G2/M. Devido a essa alta fragmentac¸a˜o do DNA das ce´lulas tumorais, em
alguns casos ate´ 90% das ce´lulas tratadas com as NEs, na˜o foi poss´ıvel o ca´lculo para a
determinac¸a˜o da porcentagem de ce´lulas em determinada fase do ciclo celular.
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Figura 18: Fragmentac¸a˜o de DNA em ce´lulas A549 tratadas com as NEs P0, P5 e P15 (50
µg Se/ml).
Ce´lulas A549 tratadas com as NEs P0, P5 e P15 nos tempos de 24h (A,B,C e D), 48h (E,F,G e H) e 72h
(I,J,K e L). A, E e I. Sa˜o as ce´lulas A549 controles, sem tratamento, em seus respectivos tempos. A
porcentagem de DNA fragmentado foi dependente do tempo de tratamento. A-L. Histogramas represen-
tativos das populac¸o˜es sub-G1 das ce´lulas controle e tratadas. Sub-G1 e´ populac¸a˜o que foi considerada
positiva para a fragmentac¸a˜o do DNA.











Figura 19: Fragmentac¸a˜o de DNA em ce´lulas A549 controle e tratadas com NEs de selol (50 µg Se/ml) por 72h.
Ha´ maior fragmentac¸a˜o do DNA celular quanto maior o tempo de exposic¸a˜o a`s NEs, seja a NE P0, P5 ou P15. As NEs apresentaram o maior































Por meio da microscopia de contraste de fase, observou-se que os tratamentos com
todas as NEs na concentrac¸a˜o de 50 µg Se/ml induziram alterac¸o˜es morfolo´gicas tanto em
ce´lulas normais quanto em ce´lulas tumorais (Figura 20). No entanto, as alterac¸o˜es foram
mais expressivas em ce´lulas A549. As ce´lulas normais, controle, apresentavam formato fu-
siforme e projec¸o˜es citoplasma´ticas (Figura 20A). Devido ao tratamento com as NEs P0,
P5 e P15, respectivamente (Figura 20B,C,D), as ce´lulas normais apresentaram perda
de suas projec¸o˜es citoplasma´ticas e reduc¸a˜o da conflueˆncia. As ce´lulas controle A549
apresentavam morfologia estrelada com projec¸o˜es citoplasma´ticas (Figura 20E). Apo´s
o tratamento com as NEs, as ce´lulas apresentaram turgeˆncia, perda das projec¸o˜es cito-
plasma´ticas, caracter´ısticas de morte celular, e reduc¸a˜o da conflueˆncia (Figura 20F,G,H).











Figura 20: Morfologia de fibroblasto (A, B, C, D) e ce´lulas A549 (E, F, G, H) apo´s exposic¸a˜o a`s NEs P0, P5 e P15 a
concentrac¸a˜o de 50 µg Se/ml por 72h.
A e E. Ce´lulas controle normal e tumoral, na˜o tratadas. B e F. Ce´lulas fibroblasto e A549 tratadas com NE P0. C e G. Ce´lulas fibroblasto e
A549 tratadas com NE P5. D e H. Ce´lulas fibroblasto e A549 tratadas com NE P15. Houve reduc¸a˜o da conflueˆncia e alterac¸o˜es morfolo´gicas
em todas as ce´lulas tratadas com as NEs. Observou-se perda das projec¸o˜es citoplasma´ticas nas ce´lulas normais tratadas (B, C, D)(setas). As































Atualmente ha´ uma grande busca por novas drogas quimiotera´picas que apresen-
tem altos ı´ndices terapeˆuticos e ao mesmo tempo baixa toxicidade. Estudos indicam ser
poss´ıvel aumentar a performance de quimiotera´picos cla´ssicos pela associac¸a˜o dos mes-
mos a sistemas de entrega de drogas e inclusive a melhoria de entrega de drogas lipof´ılicas
(PATIL & PANYAM, 2009). Tambe´m e´ poss´ıvel o uso combinado de drogas, citoto´xicas e ci-
tosta´ticas, para a obtenc¸a˜o de melhores resultados. Ale´m do uso de medidas protetoras da
sau´de antes da utilizac¸a˜o dos antineopla´sicos, o que promove a diminuic¸a˜o da quantidade
de droga utilizada, maior sensibilizac¸a˜o das ce´lulas tumorais e reduc¸a˜o da toxicidade para
as ce´lulas normais e efeitos adversos (ALBAIN et al., 2002; PENG et al., 2009; ZHANG et al.,
2010). O uso do seleˆnio, na medicina complementar e alternativa, como suplementac¸a˜o,
tratamento pre´vio as terapias, ou ate´ mesmo concomitante, permitiu maior efica´cia das
terapias antineopla´sicas. Como por exemplo, protec¸a˜o contra nefrotoxicidade, reduc¸a˜o da
resisteˆncia a cisplatina e melhoria do estado antioxidante (MICKE et al., 2010; FRITZ et
al., 2011; LI et al., 2011; QI et al., 2012). Dentre essas novas potenciais drogas antitumo-
rais, o selol, um novo composto seleˆnico (n´ıvel de oxidac¸a˜o IV), tem se mostrado como
um potente agente quimiopreventivo e antitumoral (JASTRZEBSKI et al., 1997; SUCHOCKI
et al., 2007). No entanto, pelo fato de ser constitu´ıdo de uma mistura de selenitotria-
cilglicer´ıdeos, ele e´ altamente hidrofo´bico. Isso torna necessa´ria sua associac¸a˜o em um
nanossistema de entrega de drogas. Nanoemulso˜es sa˜o sistemas coloidais constitu´ıdos de
dois l´ıquidos imisc´ıveis, com got´ıculas de tamanho nanome´trico dispersas em uma fase
aquosa. O me´todo de emulsificac¸a˜o espontaˆnea por adic¸a˜o de a´gua resultou em NEs de
selol monodispersas cobertas ou na˜o pelo copol´ımero PVM/MA.
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O tensoativo Cremophor ELP R©, o´leo de castor polietoxilado, atua de forma a
estabilizar as nanogot´ıculas de selol formadas durante a formulac¸a˜o, e possibilitar a sua in-
terac¸a˜o com meio aquoso. Apenas a presenc¸a do tensoativo parece atuar de forma bastante
eficiente na estabilizac¸a˜o interfacial, ja´ que a NE P0 na˜o apresentou elevadas alterac¸o˜es
significativas mesmo quando submetidas a ciclos de congelamento/descongelamento (Ta-
bela 1). O copol´ımero PVM/MA tambe´m age de modo a estabilizar interfacialmente as
NEs, pois poˆde-se comprovar a manutenc¸a˜o das propriedades das NEs P5 e P15, como
DH, PdI e potencial zeta, quando armazenadas a 4 ◦C e 25 ◦C, por ate´ 150 dias (Tabela
1).
Apesar de as NEs diferirem pela presenc¸a e quantidade de PVM/MA em suas
formulac¸o˜es, elas apresentaram DH semelhantes de 290,6 nm ± 10,1; 257,2 nm ± 2,0 e
267,3 nm ± 2,1, para as NEs P0, P5 e P15, respectivamente. Na˜o houve significaˆncia
estat´ıstica para os DH e PdI dos diferentes tipos de NEs (p>0,05), levando a conclusa˜o,
de que, sob esses aspectos as NEs sa˜o iguais. Estando a diferenc¸a entre elas centrada
apenas no potencial zeta (p<0,05). Os ζ-potenciais das NEs tornaram-se mais negativos
conforme a adic¸a˜o de diferentes quantidade de copol´ımero. O potencial zeta das NEs fo-
ram de -1,0 mV ± 0,4 (NE P0); -9,5 mV ± 0,8 (NE P5) e -19,9 mV ± 0,7(NE P15). Isso
indica um aumento da estabilidade coloidal das got´ıculas e deve-se ao fato da hidro´lise dos
polianidridos do PVM/MA em grupos a´cido carbox´ılico, que encontram-se na superf´ıcie
das NEs tornando-as mais negativas (LI & LEE, 2010). A carga de superf´ıcie altamente
negativa e´ uma indicac¸a˜o importante para a estabilidade do sistema (LIU et al., 2010).
Com isso, ha´ menos chances de floculac¸a˜o ou coagulac¸a˜o das NEs em ambiente biolo´gico
e tambe´m durante todo o per´ıodo de armazenamento (BALI, ALI & ALI, 2011). Devido ao
congelamento, a estabilidade das got´ıculas diminui progressivamente com o aumento do
tempo. Enquanto nas NEs P5 e P15, observaram-se expressivas alterac¸o˜es em seus DH e
PdI (surgimento de subpopulac¸o˜es de got´ıculas), devido ao congelamento. Na NE P0 foi
observado apenas um pequeno aumento do DH das NEs (Tabela 1). Os ı´ndices de poli-
dispersa˜o da NE P0 mantiveram-se iguais ou menores do que 0,1, o que refletem got´ıculas
homogeˆneas (p>0,05). Devido ao grande estresse te´rmico, ao qual as NEs foram subme-
tidas durante os ciclos de congelamento/derretimento, as alterac¸o˜es nos DH e PdI da NE
P0 foram mais expressivas. No entanto, os PdI da NE P0 mantiveram-se iguais ou meno-
res do que 0,3, o que refletem nanogot´ıculas relativamente homogeˆneas. Ja´ as NEs P5 e
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P15 apresentaram um comportamento curioso ao apresentarem alterac¸o˜es significantes em
seus DH somente ate´ o 4◦ ciclo de congelamento/derretimento (45 dias) (p<0,05). Poste-
riormente a esse per´ıodo, no 5◦ ciclo (60 dias), as NEs apresentavam os DH similares aos
das NEs P5 e P15 frescas (p>0,05). Contudo, a temperatura de -20 ◦C, na˜o e´ a mais indi-
cada para o armazenamento das NEs. Esta instabilidade te´rmica ocorre, provavelmente,
como consequeˆncia do polimorfismo e grau de cristalinidade dos l´ıpidios das NEs, e do
comportamento da fase aquosa na presenc¸a de so´lidos (RAO & HARTEL, 1998). Quando
emulso˜es congelam, as got´ıculas de l´ıpidos tornam-se progressivamente concentradas para
a fase de concentrado congelado, assim que entram em contato pro´ximo uns com os outros
nos canais aquosos descongelados entre os cristais de gelo. A concentrac¸a˜o das got´ıculas
lip´ıdicas nestes canais estreitos podem promover a floculac¸a˜o e/ou a coalesceˆncia durante
o processo de congelamento/descongelamento (KOMATSU, OKADA & HANDA, 1997; SAITO
et al., 1999; THANASUKARNA, PONGSAWATMANITA & MCCLEMENTS, 2004).
A partir dos resultados, observou-se que as NEs na˜o poderiam ser congeladas e
descongeladas, somente mantidas a 4 ◦C e a 25 ◦C (pelo per´ıodo observado de 150 dias)
sem que houvessem alterac¸o˜es significantes em suas caracter´ısticas e propriedades. A
liofilizac¸a˜o das NEs foi bem sucedida, exceto pela etapa de re-hidratac¸a˜o das mesmas,
o que provocou alterac¸a˜o de seus PdIs, pois houve o aumento dos DHs das got´ıculas e
alterac¸a˜o dos seus potenciais zeta. A liofilizac¸a˜o das NEs possibilitaria a apresentac¸a˜o das
mesmas na forma de po´s, granulados, comprimidos, dra´geas, ca´psulas e tambe´m soluc¸o˜es,
xaropes, elixires, suspenso˜es, emulso˜es, injeta´veis ou injec¸o˜es, tinturas, extratos, pomadas,
cremes, pastas, loc¸o˜es, ge´is, aerosso´is e adesivos.
Em MET (Figura 5B), as NEs mostraram-se pass´ıveis de deformac¸a˜o. Esta pro-
priedade, que e´ em resposta ao ambiente circundante, tanto quanto a forma esfe´rica, sa˜o
interessantes para a administrac¸a˜o desta formulac¸a˜o atrave´s de vias parenterais e para o
acesso de vasos e estruturas de pequeno calibre como as fenestras tumorais (MORACHIS et
al., 2012). Na ana´lise das NEs P0, P5 e P15 em MET, 120 dias apo´s a preparac¸a˜o, as NEs
apresentaram alterac¸o˜es morfolo´gica e aparente reduc¸a˜o em sua camada polime´rica. Al-
terac¸o˜es essas, possivelmente relacionadas com a ocorreˆncia de um processo de degradac¸a˜o
das NEs, particularmente das mole´culas de PVM/MA. No entanto essas alterac¸o˜es mor-
folo´gicas na˜o sa˜o sustentadas pelo estudo de estabilidade termodinaˆmica das NEs, onde
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as got´ıculas preservaram as propriedades como DH, PdI e potencial zeta por ate´ 150 dias
apo´s a preparac¸a˜o (tabela 1). A morfologia das NEs em MEV (Figura 7) revelou suas
formas esfe´ricas e com pequenas rugosidades na superf´ıcie. Isso e´ explicado pelo fato de
que durante a formulac¸a˜o das NEs, os nu´cleos principais das got´ıculas crescem tridimen-
sionalmente, com isso a forma esperada para as NEs e´ a esfe´rica, como conferida pela
tensa˜o interfacial entre as got´ıculas e o dispersante (GUIDO et al., 1999). Quanto a rugo-
sidade, ela se deve a caracter´ıstica da superf´ıcie do copol´ımero de ser erod´ıvel em meio
aquaso (LI & LEE, 2010) A espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) realizada
em MEV, possibilitou a detecc¸a˜o do elemento seleˆnio apenas em pequenas porcentagens
nas NEs. Isso se deve em grande parte, pela cobertura de ouro (10 nm de espessura)
que foi vaporizada sobre as nanogot´ıculas. Sendo o ouro, o elemento mais presente em
todos os histogramas produzidos. Em todas as medic¸o˜es com as NEs P0, P5 e P15, pode-
se observar apenas um pequeno pico do elemento seleˆnio nas amostras, na˜o chegando a
corresponder a 1% da amostra (Figuras 8).
No ensaio de viabilidade celular, foi mostrado que a nanopart´ıcula vazia, com-
posta apenas por PVM/MA, na˜o apresentou citotoxicidade para as ce´lulas normais e
tumorais, sendo que durante o tratamento com as nanopart´ıculas vazias houve ate´ mesmo
proliferac¸a˜o celular (Figura 9). No entanto, o ensaio tambe´m mostrou que o tratamento
com a soluc¸a˜o de Cremophor ELP R© foi extremamente citoto´xica para as duas ce´lulas
estudadas. Isto pode ser explicado pelo fato de as micelas do tensoativo serem muito
pequenas (DH= 13,1 nm ± 0,1). O DH tem forte influeˆncia no modo pelo qual as micelas
interagem com as ce´lulas, com isso a interiorizac¸a˜o do Cremophor ELP R© pode ter se
dado de forma passiva e inespec´ıfica, e com isso ter causado uma significante queda na
viabilidade celular (Figura 10).
A relac¸a˜o de toxicidade das ce´lulas normais e a efica´cia antitumoral contra as
ce´lulas tumorais das NEs de selol foram testadas in vitro. O seleˆnio em sua forma
inorgaˆnica e´ um potente agente antitumoral, no entanto a sua elevada toxicidade para
as demais ce´lulas na˜o-alvo, tem limitado a sua aplicac¸a˜o cl´ınica (ZHANG et al., 2005) .
O selol, que e´ uma fonte orgaˆnica de seleˆnio (IV), mostrou-se eficiente na reduc¸a˜o da
viabilidade celular das ce´lulas de adenocarcinoma de pulma˜o (A549) (JASTRZBSKI et al.,
1995). Sua baixa toxicidade em comparac¸a˜o com selenito de so´dio ja´ foi demonstrado com
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ce´lulas de leucemia e em estudos in vivo (WILCZYNSKA et al., 2011). A emulsificac¸a˜o do
selol, sua estabilizac¸a˜o com o tensoativo Cremophor ELP R© e a co-adsorc¸a˜o do copol´ımero
PVM/MA na superf´ıcie das nanogot´ıculas, promoveu que as ce´lulas A549 fossem mais sus-
cet´ıveis a`s NEs P0, P5 e P15 do que as ce´lulas normais. Isto pode ser explicado pela mais
intensa atividade endoc´ıtica das ce´lulas A549, o que resulta em uma maior interiorizac¸a˜o
das got´ıculas (Figuras 11, 12 e 13)(BAREFORD & SWAAN, 2007). Outro motivo que even-
tualmente relaciona-se com essa maior sensibilidade das ce´lulas tumorais e´ a alta atividade
proliferativa dessas ce´lulas. O ciclo celular da linhagem A549 e´ de aproximadamente 22h.
O ensaio de viabilidade tambe´m mostrou que, a eficieˆncia das NEs mantidas a 4◦C
em promover citotoxicidade e morte nas ce´lulas da linhagem A549, foi mantida por ate´ 210
dias (Figura 14). Esta estabilizac¸a˜o interfacial deveu-se ao PVM/MA, um polianidrido
que e´ inerentemente hidrofo´bico, mas que eventualmente tem sua hidrofobicidade reduzida
quando e´ exposto a` a´gua. Esta exposic¸a˜o acarreta a hidro´lise dos grupos anidrido em
grupos a´cido carbox´ılicos, aptos a realizarem ligac¸o˜es de hidrogeˆnio com as mole´culas de
a´gua circundantes. Por fim, durante o processo de emulsificac¸a˜o, a cadeia do copol´ımero
torna-se anfipa´tica, fazendo com que ele atue como um cossurfactante, pois a porc¸a˜o da
cadeia que interage com o selol mantem-se hidrofo´bica (Figura 6). Esses resultados da˜o
ind´ıcios da alta estabilidade das nanogot´ıculas, resultantes de um adequado processo de
obtenc¸a˜o.
Neste estudo, a exposic¸a˜o de fosfatidilserina e/ou alterac¸o˜es na permeabilidade
da membrana plasma´tica e a fragmentac¸a˜o de DNA nuclear foram observados em al-
tas porcentagens nas ce´lulas A549 apo´s o tratamento com as NEs de selol (Figuras 15
e 16). Foram observadas tambe´m elevadas porcentagens de ce´lulas A549 apresentando
fragmentac¸a˜o de DNA nuclear apo´s o tratamento com NEs de selol. Por meio dos da-
dos, evidencia-se que a quantidade de DNA fragmentado foi altamente relacionada com
o tempo ao qual as ce´lulas foram expostas ao tratamento. Sendo maior o dano, quanto
maior o tempo de exposic¸a˜o (Figuras 18 e 19) . Em estudos anteriores, o tratamento
com seleˆnio inibiu o crescimento celular, promoveu atraso no ciclo celular e a apoptose
em ce´lulas de caˆncer de pulma˜o, bem como em va´rios outros tipos de tumores(SWEDE et
al., 2003; EL-BAYOUMY et al., 2006). Ale´m disso, a combinac¸a˜o de compostos de seleˆnicos
com outros fa´rmacos quimiotera´picos favorece uma induc¸a˜o mais pronunciada da apoptose
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mediada por caspase, atraso na progressa˜o do ciclo celular no ponto de controle G2/M
e a inibic¸a˜o da proliferac¸a˜o celular(QI et al., 2012). Particularmente, o selol demonstrou
atividade anticarcinogeˆnica, como resultado da sua influeˆncia sobre as prote´ınas Pgp de
resisteˆncia a multidrogas, por sensibilizar ce´lulas resistentes a` doxorrubicina e vincristina,
e, provavelmente pelo aumento da produc¸a˜o de espe´cies reativas de oxigeˆnio (ERO) (SU-
CHOCKI et al., 2007, 2010). Portanto, o selol pode agir sinergicamente com outros fa´rmacos
anticancer´ıgenos. Com isso o presente estudo corrobora as descobertas anteriores e sugere
que o selol pode ser utilizado na quimioterapia antitumoral, principalmente como droga
adjuvante.
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5 Conclusa˜o
Este estudo mostra que e´ poss´ıvel superar a hidrofobicidade do selol, para uso em
sistemas biolo´gicos, por meio do desenvolvimento de nanoemulso˜es. O simples me´todo
de obtenc¸a˜o, o fa´cil armazenamento e a prolongada manutenc¸a˜o das propriedades das
got´ıculas, fazem das NEs de selol candidatas para o tratamento de neoplasias. Ale´m
disso, as NEs apresentam maior seguranc¸a para aplicac¸o˜es cl´ınicas do que os compostos
seleˆnicos inorgaˆnicos cla´ssicos. As NEs de selol monodispersas, cobertas ou na˜o com o
copol´ımero PVM/MA, mostraram-se eficientes em promover morte em ce´lulas de ade-
nocarcinoma de pulma˜o humano — A549 — sendo potencialmente adequadas para o
tratamento do carcinoma de pulma˜o de ce´lulas na˜o-pequenas. O armazenamento das
NEs a temperatura de 4◦C, tambe´m na˜o alterou a citotoxicidade das got´ıculas a` longo
prazo, pelo per´ıodo de ate´ 210 dias. Dando ind´ıcios de sua alta estabilidade, resultantes
de um adequado processo de obtenc¸a˜o. Todas as NEs de selol mostraram-se capazes de
promover morte celular por apoptose in vitro. Esse mecanismo de morte e´ extremamente
interessante para portadores de carcinomas, pois propicia uma morte ”limpa”das ce´lulas
tumorais e menos efeitos adversos aos pacientes, ja´ que na˜o ocorrem reac¸o˜es inflamato´rias
em resposta ao tratamento. A presenc¸a ou auseˆncia do copol´ımero PVM/MA nas NEs
pareceu na˜o influenciar de forma significante a ac¸a˜o citoto´xica das mesmas sobre as ce´lulas
carcinogeˆnicas A549. No entanto, dentre todas as NEs, a que poderia apresentar melhores
resultados quando in vivo, seria na NE P15. A maior quantidade de copol´ımero adsorvido
nessa nanogot´ıcula, poderia promover uma maior interac¸a˜o com a membrana plasma´tica
e posteriormente, maior interiorizac¸a˜o das NEs pelas ce´lulas tumorais. Ale´m disso a co-
bertura polime´rica confere a essa NE um potencial zeta mais negativo, o que resulta em
uma maior estabilidade coloidal da NE P15, quando comparada com as demais NEs.
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6 Perspectivas
Estudos em modelos in vivo devem ser realizadas a fim de avaliar o potencial
das nanoemulso˜es para serem utilizadas clinicamente como agentes quimiotera´picos con-
tra adenocarcinoma de pulma˜o humano, ou ate´ mesmo terem a sua atividade quimio-
tera´pica potencializada pelo uso em associac¸a˜o com outras drogas comerciais dispon´ıveis
atualmente. Contudo, como os compostos seleˆnicos apresentam atividade concentrac¸a˜o
dependente, as nanoemulso˜es de selol tambe´m teˆm o potencial de serem utilizadas como
uma medida protetora na presenc¸a ou auseˆncia do tumor.
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